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Resumo
Azospirillum spp. são bactérias Gram-negativas de vida livre que
foram isoladas na rizosfera de gramíneas e cereais tanto de
climas tropicais como de climas temperados. Possuem como
características principais a capacidade de fixar o nitrogênio
gasoso e produzir fitormônios. Acredita-se que ambos os
processos são responsáveis por favorecer o crescimento das
plantas. Assim, com o intuito de avaliar como esta bactéria
promotora de crescimento vegetal influencia o desenvolvimento
do milho e como a planta reage à presença da mesma, foram
comparados o número de raízes laterais, o comprimento de parte
aérea e raízes e a massa fresca destas, e a expressão dos
genes dos receptores de etileno, dos transportadores efluxo e
influxo de auxina, dos genes envolvidos no burst oxidativo, na
síntese de giberelinas e da via de sinalização MAPK em
plântulas de milho (Zea mays) inoculadas e não inoculadas com
a bactéria. Para isso, foram avaliadas duas variedades de milho
(DKB240 e Pioneer 30F53) 1, 4, 7 e 10 dias após a inoculação
(D.A.I.) com A. brasilense FP2. Além disso, o DNA bacteriano foi
quantificado em plântulas inoculadas nestes tempos de coleta.
Quanto às variáveis de crescimento, dentre as variedades de
milho estudadas (DKB240 e Pioneer 30F53) somente foram
detectadas diferenças estatísticas entre as plântulas inoculadas e
não inoculadas quanto ao comprimento da parte aérea na
variedade Pioneer 30F53 10 D.A.I. . Dessa forma, a partir das
amostras de milho Pioneer 30F53, foi realizada a identificação e
a quantificação de DNA de Azospirillum brasilense FP2 nas
amostras de milho inoculado em todos os tempos de coleta. Foi
identificada a presença de DNA de A. brasilense FP2 nas
amostras de milho inoculado por PCR convencional e posterior
quantificação do DNA bacteriano nas amostras inoculadas foi
realizada por meio de PCR em tempo real. Os dados de
quantificação indicaram um aumento na quantidade de bactérias
até 7 D.A.I. e uma diminuição destas na amostra 10 D.A.I..
Também foram realizadas as análises de expressão gênica e foi
possível detectar diferenças entre as amostras de plântulas
inoculadas e não inoculadas para os transcritos avaliados
(Zmaux1, Zmrboh, Zmmpk5, Zmga20ox4, Zmko1). A expressão
observada para os genes envolvidos no burst oxidativo (ZmrbohA
e ZmrbohB) e para o gene envolvido na cadeia transdutora de
sinal (Zmmpk5) indica que existe resposta da planta à presença
da bactéria, uma vez que houve aumento dos níveis de transcrito
de Zmmpk5 assim como da quantidade de DNA bacteriano nas
raízes das plântulas inoculadas até 7 D.A.I e ocorreu diminuição
dos níveis deste transcrito e de DNA bacteriano aos 10 D.A.I. nas
amostras de plântulas inoculadas, indicando que a planta
responde à interação com a bactéria.
Palavras-chaves: Azospirillum brasilense, interação planta-
bactéria, Zmaux1, Zmrboh, Zmmpk5,
Zmga20ox4, Zmko1.
Abstract
Azospirillum spp. are Gram-negative bacteria of free-living that
were isolated from the rhizosphere of grasses and cereals in both
tropical and temperate climates. They have as main characteristic
the ability to fix the nitrogen gas and produce phytohormones. It
is believed that both processes are responsible for promoting
plant growth. Thus, in order to evaluate how this plant growth-
promoting bacterium influences the development of maize and
how this plant reacts to the presence of the same, we compared
the number of lateral roots, the length of roots and shoots and the
fresh weight of them, and the expression of the ethylene gene
receptor, of the genes of influx and efflux auxin transporters, of
the genes involved in the oxidative burst, and in the synthesis of
gibberellins, and in the MAPK signaling pathway in the maize
plantlets (Zea mays) inoculated and non-inoculated with the
bacteria. For this, were evaluated two maize varieties (Pioneer
30F53 and DKB240) with 1, 4, 7 and 10 days after inoculation
(DAI) with A. brasilense FP2. In addition, bacterial DNA was
quantified in inoculated plantlets at these times. As for the growth
variables among the maize varieties studied (DKB240 and
Pioneer 30F53), statistical differences were found between
inoculated and non-inoculated plantlets on the shoot length for
the variety Pioneer 30F53 10 DAI. From the samples of maize
variety Pioneer 30F53, it was performed the identification and
quantification of the DNA of Azospirillum brasilense FP2 from
maize samples inoculated at all sampling times. We identified, by
conventional PCR, the presence DNA of A. brasilense in corn
samples inoculated with this bacterium and the quantification of
DNA in the inoculated samples was performed by real time PCR.
The data from the quantitation indicated an increase in amount of
bacteria up to 7 DAI and a decrease at 10 DAI. Were also
conducted analyzes of gene expression and it was possible to
detect differences between the inoculated and non-inoculated
plantlets for the transcripts analyzed (Zmaux1, Zmrboh, Zmmpk5,
Zmga20ox4, Zmko1). The expression observed for the genes
involved in the oxidative burst (ZmrbohA and ZmrbohB) and for
the gene involved in the signal transduction chain (Zmmpk5)
indicates that the plant responds to the presence of the
bacterium, since there was a increasing both of the levels of
transcripts of the gene Zmmpk5 as of the amount of bacterial
DNA in the roots of the inoculated plantlets up to 7 DAI and, with
10 DAI, there was a decrease in the levels of this transcript and in
the quantity of the bacterial DNA in the inoculated plantlets,
indicating that the plant responds to the interaction with the
bacterium.
Key Words: Azospirillum brasilense, interaction plant-bacteria,
Zmaux1, Zmrboh, Zmmpk5, Zmga20ox4, Zmko1.
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1. Introdução e Justificativa:
Na década de 1960, ocorreu a chamada “Revolução
Verde”, que foi um grande crescimento na produção mundial de
grãos devido à pesquisa e desenvolvimento nas décadas
anteriores de melhores técnicas de plantio. Esse
desenvolvimento incluiu a mecanização do plantio e da colheita,
a seleção de sementes resistentes a condições locais exclusivas
de determinadas regiões, desenvolvimento de fertilizantes
específicos para corrigir problemas nutricionais de solo os mais
variados possíveis, entre outros (GRIGG, 2001). Contudo, esse
nitrogênio mineral presente nos fertilizantes que é adicionado ao
solo não é prontamente absorvido pelas plantas (MACHADO et
al., 1998) Em condições normais, as plantas absorvem menos de
50% do nitrogênio mineral adicionado dessa forma. Isso ocorre
porque parte do nitrogênio é perdido por lixiviação deste na
forma de nitrato, volatilização da amônia, e pela emissão de N2 e
óxidos de nitrogênio (BREDEMEIER e MUNDSTOCK, 2000).
Esse nitrogênio que se perde por lixiviação acaba por se tornar
uma das fontes de poluição dos sistemas vegetais. Além da
poluição causada pelo nitrogênio que é lixiviado, há também a
poluição gerada pela produção industrial desses fertilizantes,
pois envolve o consumo de combustíveis e a emissão de gases
para a atmosfera (WEBER e MIELNICZUK, 2009).
Segundo o relatório da Organização das Nações Unidas
“World Population Prospects” (UNITED NATIONS, 2009), a
população humana continua crescendo a um ritmo que em 2050,
em uma hipótese de crescimento moderado, será de,
aproximadamente, 9 bilhões de pessoas. Para que toda essa
população seja alimentada, se faz necessário que haja um
aumento na produção internacional de comida.
Estima-se, para que haja um crescimento na produção de
alimentos suficiente para garantir alimento para essa demanda
futura, que seja necessário um aumento de 18% no total de
terras utilizadas para a agricultura. Como os países
desenvolvidos possuem pouca ou nenhuma terra que ainda
possa ser convertida em áreas agrícolas, esse aumento deverá
ocorrer sobre áreas florestais na América Latina e na África
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Subsaariana. Se isto ocorrer, estima-se que será perdido em
torno de um terço das florestas tropicais e savanas, além dos
serviços ecológicos prestados por essas áreas, como servir de
áreas de depósito de carbono (TILMAN et al., 2001)
Dessa forma, esse aumento na produção de alimentos
deve ser alcançado, primordialmente, sem aumentar o impacto
sobre o meio ambiente ou avançar sobre as florestas prístinas
ainda existentes nos trópicos. Assim, o desenvolvimento de
novas tecnologias que permitam aumentar a produção mundial
de alimentos sem o aumento da área plantada ou o uso de
adubos inorgânicos se faz necessário.
Para aumentar a produção de milho, o uso de bactérias
promotoras de crescimento vegetal tem se mostrado como uma
alternativa viável. Essas bactérias são capazes de estimular um
maior crescimento vegetal por meio de interações entre a planta
e a bactéria. Segundo (HUNGRIA et al., 2010), a inoculação do
milho com A. brasilense levou a um aumento de 24 a 30% na
produção de grãos de milho. Outra propriedade dessas bactérias
é a sua capacidade de produzirem fitormônios, em especial
auxinas e etileno. Essa produção tem sido associada aos efeitos
benéficos produzidos por Azospirillum quando associado a
gramíneas e cereais (CASSÁN et al., 2009; PUENTE et al., 2009;
BASHAN e DE-BASHAN, 2010).
Assim, como para os próximos anos há a necessidade de
aumentar a produção de grãos, entre eles o milho (Z. mays), sem
aumentar a área plantada, pesquisar como o milho (Z. mays)
responde durante a interação com A. brasilense se torna de
grande importância. Assim, o estudo da expressão dos genes
dos receptores de etileno, das proteínas responsáveis pelo
transporte influxo e efluxo de auxinas e dos genes ligados à
resposta da planta a estresses bióticos é uma alternativa viável
para verificar como o milho (Z. mays) reage durante a
colonização por A. brasilense, o que permitirá um melhor
entendimento da interação entre a planta e a bactéria.
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2. Revisão Bibliográfica:
2.1. O Milho (Zea mays): Produção e demanda por
adubação nitrogenada
O milho (Zea mays) é uma planta originada no México e
que possui variedades adaptadas a diversos ambientes
terrestres e é uma das culturas de maior importância mundial
(FORNASIERI, 1992). O Brasil, segundo dados coletados pela
Food and Agriculture Organitation of the United Nations (FAO,
2011), apresentou, em 2011, a terceira maior produção de milho
do mundo, atrás somente de Estados Unidos e China. O milho
(Z. mays) cultivado no Brasil é insumo para diversos produtos, e
seu principal uso (entre 70 e 80%) é como ração para suínos e
aves (EMBRAPA INFORMÁTICA AGROPECUÁRIA, 2006). Tal
fato é importante na medida em que contribuirá, em último caso,
com a alimentação humana, pois ao ser usado como alimento
para suínos e aves, esse milho ingerido por estes animais
auxiliará na formação das reservas proteicas dos mesmos que
serão, após o abate, consumidas por humanos. O milho, além de
contribuir de forma indireta na alimentação humana, contribui
também de forma direta nesta ao ser consumido in natura ou
processado. Este apresenta demandas nutricionais específicas
para seu sucesso. Assim, para que apresente uma alta
produtividade são necessários 104 Kg de nitrogênio por hectare
(HUNGRIA et al., 2010).
O nitrogênio é um elemento essencial na constituição de
todas as proteínas celulares. Dessa forma, a sua disponibilidade
no ambiente em uma forma que possa ser prontamente
absorvida e utilizada pelos seres vivos é primordial à
manutenção da vida. Assim, o nitrogênio, juntamente com a
água, é tido como um fator limitante de crescimento tanto de
plantas em ambientes naturais, quanto em plantas cultivadas,
como o arroz (Oryza sativa) e o milho (Zea mays).
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Entretanto, a maioria dos estoques de nitrogênio do solo se
encontra em uma forma não disponível às plantas (orgânica),
dependendo de microrganismos presentes no solo para a
conversão deste nitrogênio nas suas formas minerais
(NHସା e NOଷି). Estas formas minerais são as formas prontamente
absorvidas pelas plantas (POLETTO, 2004). Mas essa
mineralização do nitrogênio não é suficiente para sustentar as
altas demandas deste nutriente pelas culturas comerciais, sendo
necessário realizar a adição de nitrogênio mineral (WEBER e
MIELNICZUK, 2009),
Contudo, esse nitrogênio mineral adicionado ao solo não é
imediatamente absorvido pelas plantas (MACHADO et al., 1998).
Em condições normais, as plantas absorvem menos de 50% do
nitrogênio mineral adicionado na forma de fertilizantes. Isso
ocorre porque parte do nitrogênio é perdido por lixiviação deste
na forma de nitrato, volatilização da amônia, e pela emissão de
N2, e óxidos de nitrogênio (BREDEMEIER e MUNDSTOCK,
2000). Esse nitrogênio que se perde por lixiviação acaba por se
tornar uma das principais fontes de poluição dos sistemas
vegetais. Além da poluição causada pelo nitrogênio que é
lixiviado, há também a poluição gerada pela produção industrial
desses fertilizantes, pois envolve o consumo de combustíveis e a
emissão de gases para a atmosfera (WEBER e MIELNICZUK,
2009). Dessa forma, o uso de bactérias promotoras de
crescimento vegetal (BPCV) é uma alternativa viável para o
aumento da produção de culturas comerciais como o milho sem
a necessidade de aumentar a aplicação de fertilizantes
nitrogenados no solo.
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2.2. Bactérias Promotoras de Crescimento Vegetal
(BPCV):
Bactérias promotoras de crescimento vegetal (BPCV) são
um grupo de microrganismos são benéficos às plantas devida à
sua capacidade de colonizar a superfície de raízes, a rizosfera, a
filosfera e os tecidos internos da planta (HUNGRIA et al., 2010) e
de promover o crescimento vegetal destas (VERNA et al., 2010).
Essas bactérias são capazes de estimular um maior crescimento
vegetal por meio da fixação biológica de nitrogênio, da produção
de fitormônios, principalmente ácido indol-3-acético (AIA),
vitaminas e fatores de crescimento que acabam por estimular o
crescimento vegetal e a produção das plantas. Acredita-se que
estas bactérias estimulam o crescimento vegetal por meio da
combinação de todos esses mecanismos (BABALOLA, 2010;
HUNGRIA et al., 2010) (Figura 1).
As raízes das plantas excretam substâncias que atraem as
BPCV para a região da rizosfera. As BPCV, ao chegarem à
rizosfera, colonizam esta região e começam a produzir
substâncias que acabam por promover o crescimento das
plantas (fitormônios, vitaminas, aminoácidos, fatores de
crescimento, regulação da produção de etileno) (BABALOLA,
2010).
Os seguintes gêneros possuem membros que fazem parte
do grupo das BPCV: Acetobacter, Acinetobacter, Alcaligenes,
Arthrobacter, Azoarcus, Azospirillum, Azotobacter, Bacillus,
Beijerinckia, Burkholderia, Derxia, Enterobacter,
Gluconacetobacter, Herbaspirillum, Klebsiella, Ochrobactrum,
Pantoae, Pseudomonas, Rhodococcus, Serratia,
Stenotrophomonas and Zoogloea (VERNA et al., 2010). Com
exceção das bactérias do gênero Rhizobium, as mais estudadas
dentre as BPCV conhecidas são as pertencentes ao gênero
Azospirillum (BASHAN e DE-BASHAN, 2010)
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Figura 1. Esquema de como Azospirillum influencia o crescimento vegetal
(Adaptado de BASHAN e DE-BASHAN, 2010).
2.2.1. Azospirillum spp.:
Azospirillum spp. são um gênero de bactérias que são
encontradas em praticamente todos os locais do planeta
(HUNGRIA et al., 2010). Elas são bactérias Gram-negativas de
vida livre que podem ser isoladas na rizosfera de gramíneas e
cereais tanto de climas tropicais como de climas temperados
(STEENHOUDT e VANDERLEYDEN, 2000), Essas bactérias
possuem como características principais serem capazes de fixar
o nitrogênio gasoso (N2) e produzirem fitormônios (CASSÁN et
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al., 2009). Azospirillum spp. são capazes de fixar o nitrogênio
gasoso (N2) em condições microaeróbicas e o converter em
amônia (NH4+) (STEENHOUDT e VANDERLEYDEN, 2000), que
é uma das formas minerais do nitrogênio que é prontamente
absorvido pelas plantas (FORNASIERI, 1992). Tal forma mineral
é excretada por estas bactérias, o que torna o nitrogênio
disponível para as plantas.
Essa fixação de nitrogênio ocorre por meio do complexo da
nitrogenase. Esse complexo é formado por duas proteínas: a
dinitrogenase redutase (proteína que contêm ferro) ou NifH, e a
dinitrogenase (proteína que contem um cofator molibdênio-ferro)
ou NifDK (STEENHOUDT e VANDERLEYDEN, 2000). O
complexo da nitrogenase reduz o N2 a NH4+ como mostra a
equação abaixo (HUERGO, 2006):
ۼ૛ + ૚૙۶ା + ૡି܍ + ૚૟ۻ ܏.ۯ܂۾ →  ૛ࡺࡴ૝ା + ࡴ૛ + ૚૟ࡹ ࢍ.࡭ࡰࡼ + ૚૟ࡼ࢏
A proteína NifH se liga a duas moléculas de Mg.ATP, o que
altera a conformação desta, e assim permite que NifH se ligue a
NifDK. Uma vez formado o complexo da nitrogenase (NifH-NifDK
ou NifHDK), NifH transfere um elétron para o cofator MoFe de
NifDK. Durante a transferência do elétron, ocorre a hidrólise das
duas moléculas de Mg.ATP, liberando dois fosfatos inorgânicos.
O Mg.ADP permanece ligado ao NifH oxidado e o complexo da
nitrogenase é desfeito. O NifH é reduzido por um doador de
elétrons e os dois Mg.ADP são substituídos por mais duas
moléculas de Mg.ATP. Por fim o NifH se liga ao NifDK reiniciando
o processo. Esta sequencia de reações perdura até que sejam
transferidos elétrons suficientes para que o N2 possa ser
reduzido a NH4+ (HUERGO, 2006).
Após a redução do N2 a NH4+ ou da obtenção de amônia a
partir do meio, a bactéria assimila essa amônia por meio da
produção de glutamina e glutamato, compostos que irão atuar
como doadores de nitrogênio nas reações celulares
(ARCONDEGUY et al., 2001).
Segundo Machado (1998), em experimentos em que se
inoculou plantas de milho com uma mistura de bactérias
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promotoras de crescimento vegetal (A. amazonense, A. lipoferum
e Herbaspirillum seropedicae) em dois regimes de adubação
nitrogenada (10 kg.ha-1 e 100 kg.ha-1), em que se considera as
médias dos tratamentos com e sem inoculação, houve aumento
no número de grãos, no conteúdo de nitrogênio nos grãos e no
total de nitrogênio presente nas plantas. Conforme resultados
obtidos por Junior (2008), a inoculação com a bactéria
Azospirillum amazonense em dois híbridos de milho, sob três
regimes de adubação nitrogenada (100% NH4+, 100% NO3- e
sem Nitrogênio), produziram um aumento na quantidade de
matéria seca e nitrogênio nas raízes das plantas inoculadas
quando comparadas com as não inoculadas.
Além de fixar o nitrogênio atmosférico, essas bactérias
também produzem fitormônios (ácido indol-3-acético – AIA;
giberelinas – GA3 – Ácido Abscísico, etileno e poliaminas) que
se acredita serem responsáveis, juntamente com a fixação de
nitrogênio, por estimular o aumento na massa seca final das
plantas (PERRIG et al., 2007; BASHAN e DE-BASHAN, 2010).
Por essa razão, desde sua redescoberta na metade da década
de 1970, pela pesquisadora Johanna Döbereiner e seus
colaboradores (BASHAN e DE-BASHAN, 2010; DÖBEREINER;
DAY, 1976), a interação entre a planta e as bactérias do gênero
Azospirillum e sua capacidade de fixar o nitrogênio atmosférico
tem sido amplamente estudada. Desde então, os trabalhos
objetivaram elucidar o funcionamento das vias metabólicas desta
bactéria de forma a entender os processos realizados por ela
para fixar o nitrogênio atmosférico e para produzir fitormônios
(ELMERICH et al., 1997; CASSÁN et al., 2001; MOLINA-
FAVERO et al., 2008; SANTOS et al., 2010).
Assim, estudos mostraram que o triptofano (Trp) é o
precursor da síntese de AIA em Azospirillum brasilense, sendo a
enzima indol – 3 – piruvato descarboxilase (IPDC) a principal
responsável por esta síntese, e que baixas concentrações de Trp
favorecem a síntese do AIA. Assim, segundo estes estudos, a
biossíntese de AIA ocorre quando há limitação nutricional (baixas
concentrações de nitrogênio e das fontes de carbono) e a
bactéria se encontra associada com as raízes de plantas, o que
resulta em baixos níveis de oxigênio e na presença de Trp (Ona,
Van Impe et al., 2005). Segundo Ribaudo (2006), o AIA
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produzido por A. brasilense durante a interação com o tomate,
juntamente com o produzido pela planta, é capaz de estimular a
síntese de etileno pela planta em níveis que não inibem a
elongação da raiz e a formação de raízes laterais. Outros
estudos apontaram a capacidade de A. brasilense de produzir as
formas ativas de giberelinas (GA1 e GA3) (BOTTINI et al., 2004;
PERRIG et al., 2007)e de realizar a 3 β – hidroxilação das formas
inativas das 3 β – deoxi GA presente em raízes (CASSÁN et al.,
2001)
Outros estudos focaram na relação da bactéria com a
planta, buscando a comprovação de que esta realmente leva a
um ganho de massa seca pela planta (JUNIOR et al., 2008).
Entretanto, existe uma quantidade menor de trabalhos sobre
como a planta responde a esta interação (BASHAN e DE-
BASHAN, 2010).
2.2.2. Azospirillum brasilense FP2 :
A cepa Azospirillum brasilense FP2 é um mutante natural
da cepa SP7. A. brasilense FP2 é uma cepa fixadora de
nitrogênio, resistente aos antibióticos estreptomicina e ácido
nalidíxico (PEDROSA e YATES, 1984).
2.3. Fitormônios:
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2.3.1. Auxina:
Nos últimos anos, muitos pesquisadores têm estudado os
mecanismos de ação dos fitormônios no crescimento e
desenvolvimento vegetal. Entre os principais grupos de
fitormônios estudados, estão as auxinas (especialmente o ácido
indol-3-acético, AIA) e o etileno (BURG e THIMANN, 1959;
TANIMOTO et al., 1995; LJUNG et al., 2001; BLAKESLEE et al.,
2005; LJUNG e Al., 2005; CARRARO et al., 2006; HIRANO et al.,
2008; CHEN e GALLIE, 2010; SIMON e PETRASEK, 2011). As
auxinas são um grupo de hormônios vegetais responsáveis por
regularem vários aspectos do desenvolvimento vegetal, como o
crescimento e a diferenciação celular, estabelecimento da
dominância apical – basal, e na formação dos meristemas apical
radicular e caulinar (BISHOPP et al., 2006). Pesquisas recentes
identificaram diversos aspectos envolvidos na resposta da planta
às auxinas (SIMON e PETRASEK, 2011).
As auxinas são sintetizadas, principalmente, nos
meristemas apicais e em folhas jovens (TROMAS e PERROT-
RECHENMANN, 2010), e também no meristema apical das
raízes, especialmente durante a fase de elongação da raiz,
entretanto, a raiz ainda depende da auxina produzida nas partes
aéreas da planta (LJUNG, Bhalerao et al., 2001; LJUNG e Al.,
2005). Nas plantas a principal via de produção do AIA é a partir
do aminoácido triptofano (Figura 1). A auxina é transportada pela
planta de duas formas: transporte de longa distância e de célula
a célula. O transporte de longa distância é feito através do floema
e garante um fluxo das regiões de produção para as de
consumo. Entretanto este transporte não pode ser precisamente
regulado, quando comparado com o transporte célula a célula. O
transporte das auxinas célula a célula (ocorre via simplasto), é
possível graças às características da auxina (pequeno tamanho e
lipofílica) e a proteínas envolvidas no transporte das auxinas para
dentro da célula (influxo) e para fora da célula (efluxo). Devido ao
pH do apoplasto ( oscila entre 5,5 e 5,7), parte da auxina se
encontra protonada, o que garante que esta consiga se difundir
pela membrana plasmática. Esta difusão é favorecida pelo fato
do pH de dentro da célula ser em torno de 7, o que faz com que
dentro da célula todas as auxinas estejam na sua forma iônica
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(AIA- ). Este fato favorece a difusão da auxina protonada para
dentro da célula. Entretanto a maior parte da auxina que se
encontra no apoplasto está na forma iônica, e esta, para ser
carreada para o interior da célula e depois para fora da mesma,
necessita de carreadores que a transportem para o interior
(influxo) e para o exterior (efluxo) da célula. Tal fato garante a
manutenção do transporte polar da auxina de célula a célula
(TROMAS e PERROT-RECHENMANN, 2010).
O transportador influxo de auxina pertence a uma
subfamília de proteínas transportadoras do tipo permease:
AUXIN1 (AUX1)/Like AUX1 (LAX). Estas proteínas realizam o
transporte simporte de AIA- com o auxílio do gradiente de
prótons. (TROMAS e PERROT-RECHENMANN, 2010). A
localização de AUX1 na célula depende do tipo celular analisado
e, juntamente com os transportadores PIN, é responsável por
manter o fluxo direcional intercelular de auxina (PERET et al.,
2012). Em milho foi identificado o gene Zea mays auxin
transporter-like protein 1 (Zmaux1) (ALEXANDROV et al., 2009).
Os transportadores efluxo de auxina aniônica são uma
família de proteínas conhecidas como proteínas PIN, e são
responsáveis pela saída da auxina da célula (Figura 2)
(BLAKESLEE, Peer et al., 2005). Em milho foram identificadas as
sequências dos genes putativos Zmpin1a, Zmpin1b e Zmpin1c
(CARRARO et al., 2006; FORESTAN et al., 2010).
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Figura 2. Rota de produção de Ácido Indol - 3 - Acético (AIA) dependente
de triptofano. Setas sólidas: os genes responsáveis por esses
passos foram identificados em plantas e microrganismos. Setas
tracejadas: passos propostos, mas os genes responsáveis por
esses passos não foram determinados de forma definitiva.
Abreviações: IAOx: indol-3-acetaldoxima; IPA: indol – 3 – piruvato;
IAM: indol – 3 – acetamida; IAN: indol – 3 – acetonitrila; TAM:
triptamina (Adaptado de Zhao( 2010)).
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Figura 3. Localização das proteínas PIN na célula vegetal identificadas em
Arabidopsis thaliana. AIA: ácido indol – 3 – acético. (Adaptado de
Křeček (2009). MP: Membrana Plasmática; CG: Complexo de 
Golgi.
Após entrarem nas células, as auxinas desencadeiam um
conjunto de respostas celulares mediadas por um conjunto de
proteínas presentes no núcleo da célula vegetal. O receptor de
auxina, TRANSPORT INHIBITOR RESPONSE 1 (TIR1), interage
com a proteína Culina (Cullin), com um tipo de proteína do tipo
SKP1 (ASK1/ASK2), e com a proteína RBX para formar o
complexo do tipo SCF com atividade ubiquitina ligase. Esse tipo
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de complexo transfere uma ubiquitina para a proteína alvo, o que
marca esta para ser degradada pela proteinase 26S. O complexo
SCFTIR1 , quando ligado a auxina, marca para degradação um
conjunto de reguladores de transcrição dependentes de auxina
(Aux/IAA). Esses reguladores de transcrição, na ausência de
auxina, reprimem a atividade transcricional de FATORES DE
RESPOSTA A AUXINA (AUXIN RESPONSE FACTORS – ARF,
em inglês). Assim, na presença da auxina, a Aux/IAA é marcada
para degradação pelo complexo SCFTIR1, o que libera ARF para
promover a transcrição dos genes associados à resposta a
auxina (Figura 3) (BISHOPP et al., 2006)
Figura 4. Mecanismo de ação das auxinas (Adaptada de. BISHOPP
(2006)).
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2.3.2. Etileno:
O etileno é um fitormônio sintetizado em todas as partes da
planta a partir do aminoácido metionina. A partir deste
aminoácido é produzido o ácido 1- aminociclopropano – 1 –
carboxilato (ACC), que é o precursor imediato do etileno. A
metionina é regenerada a partir do ciclo de Yang (Figura 4). Este
fitormônio atua em diversos momentos do desenvolvimento
vegetal, como na resposta a estresses ambientais e na formação
de pêlos radiculares (RIBAUDO et al., 2006). A resposta da
célula vegetal ao etileno está relacionada com a presença de
receptores de membrana que funcionam como reguladores
negativos à resposta ao etileno. Esses receptores, quando
ligados ao etileno, inativam a enzima CTR1, o que permite a
expressão de genes envolvidos na resposta ao etileno (Figura 5)
(WANG et al., 2002; BISHOPP et al., 2006).
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Figura 5. Síntese do etileno nas células vegetais e a regulação de sua
produção. MTA = 5 – metiltioadenisina; SAM = S – AdoMet.
(adaptado de (WANG et al., 2002).
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Figura 6. Mecanismo de resposta dos receptores de etileno (Adaptado de
BISHOPP (2006)).
Em milho (Z. mays) foram identificados dois receptores
para etileno, ZmERS1 (Zea mays ETHYLENE RESPONSE
SENSOR 1) e ZmETR2 (Zea mays ETHYLENE RESPONSE 1),
que são codificados pelas sequências ZmERS1a e ZmERS1b, e
ZmETR2a e ZmETR2b (CHEN e GALLIE, 2010). Esses
receptores, quando ligados ao etileno, permitem a expressão de
genes ligados à resposta ao etileno (GALLIE e YOUNG, 2004)
Além de atuarem isoladamente em diversos processos do
desenvolvimento vegetal, estes dois hormônios também atuam
de forma conjunta em alguns processos do desenvolvimento
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vegetal. A alteração nos gradientes de auxina e etileno controla o
processo de abscisão foliar. Inicialmente a folha se mantem
sadia e funcionalmente ativa. Durante esta fase os altos níveis de
auxina produzidos pela folha diminuem a sensibilidade da zona
de abscisão ao etileno, o que faz com que esta permaneça
funcional. Uma redução nos gradientes de auxina, provavelmente
associados ao processo de senescência foliar, faz com que a
zona de abscisão se torne mais sensível ao etileno, o que
desencadeia o início do processo de abscisão foliar. Essa
diminuição do gradiente de auxina na folha leva a um aumento
na síntese deste hormônio pelas células da zona de abscisão.
Por fim, em resposta ao etileno produzido endogenamente, as
células da zona de abscisão sintetizam e secretam celulase e
outras enzimas responsáveis por digerir a parede celular das
células da zona de abscisão, o que leva à queda da folha (TAIZ e
ZEIGER, 2009)
Foi demonstrado em tomate que inibidores de etileno são
capazes de reduzir a curvatura gravitrópica e que baixas
concentrações deste hormônio reestabelecem a curvatura normal
em tomates selvagens, e que baixas concentrações de etileno
são suficientes para reestabelecer a curvatura normal de
mutantes de tomate diageotripica (dgt), que são insensitivos à
auxina. Também foi relatado que em mutantes dgt de tomate,
durante a elongação do caule, a sensibilidade ao etileno está
aumentada enquanto que nas raízes esta se encontra diminuída
quando comparadas com o tipo selvagem. Sabe-se que o
transporte simplástico de auxina é influenciado pelo etileno, e se
propôs que o sítio de ação do etileno na inibição do crescimento
de raízes seria os transportadores efluxo de auxina. Por fim, se
sabe que a auxina estimula o acúmulo do mRNA de ACC
sintetase (ACS), responsável por converter o ACC em etileno
(BAULY et al., 2002).
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2.3.3. Giberelinas:
As giberelinas são um grupo de fitormônios responsáveis
por controlar diversos aspectos do desenvolvimento das plantas,
entre eles a germinação de sementes, a expansão foliar,
elongação do caule, florescimento e o desenvolvimento das
sementes. As giberelinas são um grande grupo de fitormônios
tetracíclicos diterpenóides. A síntese destes hormônios pode ser
dividida em sete etapas (Figura 6) (SONG et al., 2011). Se inicia
com a conversão de geranilgeranil difosfato (GGPP) em ent-
copalil difosfato nos plastídios pela enzima ent-copalil difosfato
sintetase (CPS), seguido por sua conversão em ent – caureno
pela ent – caureno sintase (KS). Após isso, no retículo
endoplasmático, ent – caureno oxidase (KO) converte o ent –
caureno a ácido ent - caurenóico. Feito isso, a enzima ácido ent -
caurenóico oxidase (KAO) converte o ácido ent - caurenóico em
GA12 . Em algumas plantas, GA12 é convertido em GA53 pela
hidroxilação do carbono 13 pela enzima GA13 – oxidase
(GA13ox). Nessas plantas, GA53 é convertido em GA20 pela
enzima GA20 – oxidase (GA20ox), e depois convertido na forma
ativa GA1 pela enzima GA3 – oxidase (GA3ox). Nas demais
plantas, GA12 é convertido a GA9 por GA20ox, e depois
convertido na forma ativa GA4 por GA3ox. Por fim, GA1/GA4 são
convertidas às suas formas inativas GA8/GA34 pela enzima GA2
– oxidase (GA2ox) (YAMAGUCHI e KAMIYA, 2000; SONG et al.,
2011).
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Figura 7. Via de síntese de giberelinas em plantas (Adaptado de HEDDEN
e PHILLIPS (2000)).
51
2.4. Via de Sinalização MAP quinase (MAPK):
No curso da evolução, as plantas desenvolveram
mecanismos que as permitem, de forma rápida, identificar e
responder a estímulos ambientais, bióticos e abióticos por meio
de respostas adaptativas ou defensivas. Nas células
eucarióticas, as vias metabólicas formadas por proteínas
quinases ativadas por mitógenos (MAPK) tem um papel
importante na transdução de sinais na célula envolvidos no
crescimento, diferenciação, proliferação, morte e resposta a
estresses (patógenos, drogas, salinidade, frio, lesões, espécies
reativas de oxigênio) (ZHANG et al., 2006; SAMAJOVA et al.,
2012).
Estas proteínas se encontram agrupadas em módulos
compostos pelas proteínas MAPK quinase quinase (MAPKKK,
MAP3K ou MEKK), MAPK quinase (MAPKK, MAP2K ou MEK) e
MAPK (Figura 7) . As proteínas individuais que fazem parte
desses módulos são ativadas por fosforilação reversível, e
acredita-se que são mantidas unidas em complexos proteicos por
proteínas andaime (scaffold proteins, em inglês). Esse complexo
proteico, aliados à sua localização e compartimentalização na
célula (por exemplo, em endomembranas) e aos constituintes
individuais de cada complexo (MAPK individuais que são
liberados do complexo e são relocadas para o núcleo), poderia
garantir certa especificidade para as várias rotas de sinalização e
talvez evitar que ocorra o cross-talk entre vias de sinalização
distintas. Depois de ativadas, muitas MAPK são relocadas para o
núcleo, onde irão regular a ação de fatores de transcrição e,
consequentemente, a expressão de genes envolvidos no
desenvolvimento da planta ou de resposta ao estresse. As MAPK
das plantas também são responsáveis, no citoplasma, por
regular, entre outras, as proteínas envolvidas na remodelação do
citoesqueleto (SAMAJOVA et al., 2012).
Neste contexto, recentemente foi identificada uma MAPK
de 46 kDa de milho (Z. mays) envolvida na defesa antioxidante
induzida por ácido abscíssico (ABA) e que age a jusante da
produção de espécies reativas de oxigênio (ROS) (Zhang, Jiang
et al., 2006). Essa MAPK foi identificada como sendo Zmmpk5
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(Ding, Zhang et al., 2009). Estudos posteriores mostraram que a
produção inicial de H2O2 apoplástico induzida por
brassinoesteróides, um grupo de fitormônios, ativa ZmMPK5, o
que leva à estimulação dos sistema de defesa antioxidante em
folhas de milho. Essa ativação também é responsável por induzir
a expressão do gene da NADPH oxidase, o que leva ao aumento
do acúmulo de H2O2 em folhas de milho (ZHANG et al., 2010).
Figura 8. Modelo representativo da organização subcelular dos módulos
das proteínas quinases ativadas por mitógenos (MAPK) e seus
alvos (SAMAJOVA et al., 2012).
53
2.5. NADPH oxidase:
Espécies reativas de oxigênio (ROS) são produtos
formados a partir da redução incompleta do oxigênio a água em
processos metabólicos aeróbicos, como a fotossíntese e a
respiração. São elas o superóxido (O2-), o peróxido de hidrogênio
(H2O2) e o radical hidroxila (OH-) (LAMB e DIXON, 1997;
MARINO et al., 2012). As ROS são compostos perigosos para a
planta e sua produção em excesso pode levar a alterações no
estado redox das células vegetais, situação conhecida como
“estresse oxidativo”, que pode inclusive causar a morte celular.
Essas alterações são geralmente causadas por respostas da
planta a estímulos ambientais (MARINO et al., 2012).
Para evitar a ocorrência de alterações no estado redox da
célula, as plantas fazem uso de complexas ferramentas
moleculares para manter o estado redox em homeostase. Apesar
do perigo que estes compostos representam, sabe-se atualmente
que as ROS são compostos chaves em vários processos
celulares, como fechamento dos estômatos, respostas às
mudanças ambientais e como moduladores da atividade proteica
ou da expressão gênica. Esses compostos são
propositadamente produzidos pelas células vegetais por meio de
complexos enzimáticos. Entre as enzimas presentes nesses
complexos, se encontram as NADPH oxidases (NOX), que são
as enzimas produtoras de ROS mais estudadas atualmente. As
enzimas NOX de plantas são conhecidas como respiratory burst
oxidase homologues (RBOH) e são homólogas à subunidade
catalítica da NOX dos fagócitos de mamíferos. Em plantas essas
enzimas funcionam como doadores citoplasmáticos de elétrons
para o O2 extracelular (MARINO et al., 2012).
Ao longo do curso da evolução, as plantas se
especializaram em usar as ROS como moléculas transdutoras de
sinais de estresse, e, dessa forma, uma resposta única de genes
sensíveis a ROS é induzida por cada tipo de estresse biótico ou
abiótico a que a planta é submetida. O H2O2 é produzido por
NOX ligadas à membrana logo em seguida à infecção por
patógenos ou devido a feridas produzidas na planta. Este
peróxido de hidrogênio produzido rapidamente se difunde pelas
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células e ativa várias defesas da mesma (ATKINSON e URWIN,
2012).
3. Objetivo Geral
Estudar o efeito da inoculação com A. brasilense FP2 no
crescimento de plântulas de milho (Z. mays) e na expressão dos
genes dos receptores de etileno, dos transportadores efluxo e
influxo de auxina, dos genes envolvidos no burst oxidativo, na
síntese de giberelinas e da via de sinalização MAPK. Bem como
quantificar o DNA bacteriano em plântulas inoculadas.
3.1. Objetivos Específicos
1) Avaliar o efeito da inoculação de Azospirillum brasilense
FP2 no desenvolvimento de duas variedades de milho
(DKB240 e Pioneer 30F53), avaliar o comprimento das
folhas e das raízes, e a quantidade de raízes laterais.
2) Avaliar os efeitos da inoculação de plântulas de milho
com A. brasilense FP2 na expressão dos genes Zmpin1a,
Zmpin1b e Zmpin1c (responsáveis pelo transporte de
auxinas), Zmaux1 (Transportador influxo de auxina),
Zmers1a e Zmers1b, e Zmetr2a e Zmetr2b (receptores de
etileno), Zmga20ox e Zmko1 (enzimas envolvidas na
síntese de giberelinas), ZmrbohA e ZmrbohB (enzimas
envolvidas no burst oxidativo), e de Zmmpk5 (enzima
pertencente à via de sinalização por MAP quinase).
3) Realizar a quantificação por PCR em tempo real do DNA
de Azospirillum brasilense a partir de extrações de DNA
total de raiz e parte aérea de plântulas de milho.
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4. Material e Métodos
4.1. Cepa Bacteriana e Sementes
As sementes de milho Pioneer variedade 30F53 e a cepa
bacteriana Azospirillum brasilense FP2 foram cedidas pelo
professor Fábio Oliveira Pedrosa (Universidade Federal do
Paraná). As sementes de milho variedade DKB240 foram
cedidas pela Dekalb. A. brasilense FP2 é uma cepa fixadora de
nitrogênio, resistente aos antibióticos estreptomicina e ácido
nalidíxico. Esta bactéria foi estocada em meio semi-sólido
NFb/lactato a temperatura ambiente (PEDROSA e YATES,
1984).
4.2. Crescimento Bacteriano
Para a realização dos experimentos, A. brasilense FP2 foi
crescido em meio líquido NFbHP/lactato a 30 oC e 120 rpm em
shaker orbital por 24h.
4.3. Inoculação de Milho por Azospirillum brasilense
FP2
Este experimento foi realizado com duas variedades de
milho (DKB 240 e Pioneer 30F53) com três repetições biológicas
para cada variedade. Antes de iniciar o experimento, as
sementes foram esterilizadas. Para cada 100 mg de sementes de
milho, estas foram deixadas por 3 min. em álcool 70%, depois
por 30 min. em solução com 40 mL de hipoclorito a 2% e 1 mL
TWEEN, e, por fim, 3 lavagens de 1 min. cada em água destilada
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estéril. Feita a esterilização, as sementes eram deixadas por 1 h
em uma solução contendo 1750 µL de água destilada estéril e
250 µL do fungicida Vitamax®. Após isso, era realizada 3
lavagens sucessivas em água destilada para se retirar o excesso
de fungicida. Depois destas lavagens, para ambas as
variedades, em cada repetição foram germinadas 96 sementes
por três dias em rolos de germinação umedecidos com água
destilada estéril. Após esse período, as plântulas foram
transferidas para tubetes de plástico com areia de filtro de piscina
previamente autoclavados por 1 hora a 120 oC . As plântulas
foram divididas em dois grupos experimentais, um formado pelas
plântulas inoculadas e outro formado pelas plântulas não
inoculadas (que não receberam as bactérias), sendo que cada
grupo foi formado por 48 sementes germinadas (Figura 08).
Figura 9. Desenho Experimental de inoculação de plântulas de milho com
Azospirillum brasilense FP2. Foram coletadas 9 plântulas por grupo
experimental para cada um dos tempos de coleta. O experimento
foi realizado em triplicata.
As plântulas foram inoculadas com a bactéria Azospirillum
brasilense FP2 que foi crescida em meio líquido NFb/lactato
(PEDROSA e YATES, 1984) a 30 oC e 120 rpm em shaker
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orbital. As plântulas da variedade Pioneer 30F53 foram
inoculadas com 1 mL de meio de cultura contendo 108 Unidades
Formadoras de Colônias (UFC) de bactérias da estirpe
Azospirillum brasilense FP2, e as da variedade DKB 240 foram
inoculadas com 1 mL de meio de cultura contendo 105 UFC
desta bactéria.
Para o experimento com a variedade DKB 240,
inicialmente foi realizado o crescimento das bactérias e depois
transferiu-se 2 mL desse meio com bactérias para um novo meio
NFbHP/lactato, em que as bactérias cresceram, nas mesmas
condições anteriores, até atingir a concentração de 108 UFC por
mL de meio (DO600=0,8). Após isso, foi preparado um meio de
cultura NFb/lactato com 1 mL de meio para cada semente
germinada do grupo das plântulas inoculadas. Esse meio serviu
como inoculante após receber as bactérias. Assim, foi transferido
1 µL do meio de cultura com bactérias (108 UFC/ mL de meio)
para cada 1 mL de meio do inoculante. Feito isso, cada plântula
do grupo das plântulas inoculadas recebeu 1 mL do inoculante.
Assim, cada plântula foi inoculada com 105 bactérias da estirpe
de A. brasilense FP2 (BALSANELLI et al., 2010).
Já para o experimento com a variedade Pioneer 30F53,
após se realizar o crescimento das bactérias, foi preparado um
meio de cultura NFb/lactato contento 1 mL de meio para cada
semente germinada do grupo das plântulas inoculadas. Esse
meio serviu como inoculante após receber as bactérias. Assim,
foi transferido 2 mL do meio de cultura com bactérias para o
inoculante, onde as bactérias cresceram até que atingissem a
concentração de 108 UFC (DO600 = 0,8) por mL. Feito isso, cada
plântula do Grupo Tratamento foi inoculada com 1 mL do
inoculante. Com isso, cada plântula foi inoculada com 108
bactérias das estirpes de A. brasilense FP2 (VENDAN e
THANGARAJU ,2007; MONTEIRO et al. ,2008; ambos com
modificações).
Em ambos os experimentos, os tubetes com as plântulas
inoculadas e não inoculadas foram transferidos para uma sala de
crescimento onde foram mantidas com temperatura e
luminosidade controladas (25 oC, 16 h de luz e 8 h de escuro).
Foi usado Plant Medium (EGENER et al., 1999) como fonte de
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nutrientes para a planta durante o experimento. Com 1, 4, 7 e 10
dias após a inoculação foram coletadas nove plântulas por grupo.
Com o auxílio de uma régua (precisão de 0,1 cm), foi medido o
comprimento da parte aérea e das raízes de nove plântulas. Foi
também determinada a produção de massa fresca, com o auxílio
de uma balança semi-analítica Shimadzu, e contado o número de
raízes laterais das mesmas. Feito isso, as raízes e a parte aérea
das plântulas foram imediatamente congeladas em nitrogênio
líquido e estocadas em freezer a – 80 oC para posterior extração
de RNA e DNA (Figura 9).
Figura 10. Fluxograma de processo de inoculação de plântulas de milho,
isolamento do DNA e do RNA e quantificação dos transcritos por
qRT-PCR e do DNA bacteriano por qPCR.
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4.4. Extração do DNA de A. brasilense FP2:
Para realizar a extração do DNA de A. brasilense FP2,
inicialmente foi realizado o crescimento das bactérias e depois
transferiu-se 2 mL desse meio com bactérias para um novo meio
NFbHP/lactato, onde elas cresceram, nas mesmas condições
anteriores até atingir a DO600 = 0,8. Após isso, transferiu-se 2 mL
do meio com bactérias para um tubo eppendorff de 2 mL. Após a
centrifugação por 3 min a 6.000 g e descarte do sobrenadante, o
precipitado foi ressuspenso em 100 µL de água MilliQ e as
amostras foram mantidas à – 80 oC por 20 min e transferidas
para banho – maria a 100 oC por 10 min. Após o choque térmico
para rompimento da membrana bacteriana, utilizou-se o Kit de
extração “DNA Wizard” (PROMEGA®) conforme orientações do
fabricante. A pureza e a concentração do DNA extraído foram
determinadas em NanoDrop 2000 Spectrophotometer (Thermo
Fisher Scientific, Wilmington, DE, USA).
4.5. Extração do DNA total de Milho:
Para se extrair o DNA total presente na parte aérea e nas
raízes de plântulas de milho (Z. mays) inoculadas e não
inoculadas com a bactéria A. brasilense, foi utilizado o “DNeasy
Plant Mini Kit” com a seguintes modificações (Dinon, De Melo et
al., 2008): macerou-se 0,1 g de raiz ou da parte aérea de milho
em um cadinho com nitrogênio líquido, depois adicionou-se 350
µL de CTAB e 150 µL de água MilliQ e transferiu-se o volume
para um tubo eppendorff novo de 1,5 mL. Depois se adicionou 5
µL de RNAse A (100 mg/mL ) e deixou-se a amostra por 15 min.
em banho-maria a 65 oC. Após isso, foi adicionado 20 µL de
Proteinase K (20 mg/mL) e deixou-se a amostra de 15-20 min em
banho-maria a 65 oC. Deste ponto em diante se seguiu o
protocolo do fabricante. Nesta extração foram utilizadas as raízes
ou a parte aérea de milho inoculado e não inoculado 1, 4, 7 e 10
D.A.I. . A pureza e a concentração do DNA extraído foram
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determinadas em NanoDrop 2000 Spectrophotometer (Thermo
Fisher Scientific, Wilmington, DE, USA).
4.6. Iniciadores utilizados para detectar Azospirillum
brasilense em amostras de milho:
Os pares de iniciadores utilizados para amplificar o gene
AznifA foram sintetizados de acordo com Shime-Hattori (2011).
Iniciadores para quantificação por PCR em tempo real foram
desenhados para o mesmo gene alvo bacteriano AznifA (Tabela1
e Anexo I).
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4.7. Condições da PCR convencional:
A PCR para a amplificação dos fragmentos do gene AznifA
foi conduzida de acordo com Shime-Hattori (2011), com as
seguintes modificações: 12,5 µL de PCR Master mix da
PROMEGA®, e 50ng de DNA molde, em um volume final de 25
µL de acordo com as condições descritas em Shime-Hattori
(2011). Para testar a especificidade destes iniciadores, se utilizou
como controle negativo o DNA de Herbaspirillum seropedicea
Smr1 extraído como apresentado acima para A. brasilense. Em
paralelo à PCR com as amostras de raízes e da parte aérea foi
utilizada uma amostra de grão de milho previamente extraído
como controle negativo.
A amplificação do gene de zeína de milho foi feita de
acordo com (DINON et al., 2008).
4.8. Condições da PCR quantitativa (qPCR) :
Após a titulação do iniciador AznifA-F12 para determinar a
melhor concentração para a realização da PCR em tempo real,
curvas de validação foram realizadas com diluição seriada de
DNA extraído de Azospirillum brasilense FP2 a partir de 30 ng de
DNA molde. As reações foram realizadas utilizando SYBR Green
I PCR Master Mix 2X (Applied Biosystems, Foster City, CA,
USA). Com a finalidade de determinar a repetibilidade do
experimento, se calculou a eficiência de 3 curvas independentes
a partir de 3 extrações de DNA total de Azospirillum brasilense
FP2. Para este fim, o DNA total obtido nas 3 extrações foram
diluídos 1:10 partindo de uma quantidade inicial de 30 ng de DNA
de uma amostra, analisada na placa em triplicata, com o objetivo
de determinar a eficiência das amplificações. Essa quantidade
inicial de DNA bacteriano equivale a 105 cópias de DNA (1 cópia
= 8,25x10-6 ng). As reações de amplificação das amostras foram
realizadas em triplicata, em poços adjacentes de uma mesma
placa, nas seguintes condições de temperatura: 95°C por 10 min,
seguido de 40 ciclos de 95 °C por 15s e 60 °C por 1 min.
Imediatamente após os ciclos, foi produzida uma curva de
dissociação com aumento linear de 60°C a 95°C, realizado no
ABI PRISMTM 7500 detection system. A quantificação absoluta do
número de cópias presentes foi realizada por meio do programa
que acompanha a ABI PRISMTM 7500 detection system a partir
de uma curva padrão analisada em paralelo com as amostras.
4.9. Extração do RNA total e síntese do cDNA:
Para a extração do RNA da parte aérea e das raízes das
plântulas, foram realizadas três extrações por tempo de coleta,
uma de cada replicata biológica, para cada tratamento. O RNA
total foi isolado a partir de aproximadamente 0,1 g de material
vegetal retirado de um pool de nove plântulas usando o
RNeasy® Plant Mini Kit (Qiagen, Chatswort, CA, USA) de acordo
com as instruções do fabricante. A concentração do RNA
extraído foi determinada em NanoDrop ND 2000
Spectrophotometer (Thermo FisherScientific, Wilmington, DE,
USA). Essas amostras de RNA foram tratadas com DNase I
Amplification Grade (Sigma) para a remoção da contaminação
por DNA. Após nova quantificação, a transcrição reversa foi
realizada com aproximadamente 2 µg de RNA, iniciadores
oligo(dT) (10 µM) e o High Capacity cDNA Archive Kit (Life
Technologies) de acordo com as orientações do fabricante.
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4.10. Iniciadores utilizados em qRT – PCR:
Os pares de iniciadores utilizados para quantificar os
transcritos por qRT – PCR dos genes de milho (Zea mays) α – 
tubulina (Zmtub), β – actina (Zmact), auxina -1 (Zmaux1),
giberelina 20 oxidase (Zmga20ox4), ent-kaurene oxidase
(Zmko1), proteína quinase ativadora de mitose (Zmmpk5), as
enzimas relacionadas ao burst oxidativo respiratório (ZmrbohA,
ZmrbohB), o do carreador efluxo de auxina (Zmpin1a, Zmpin1b,
Zmpin1c), e dos receptores de etileno (CHEN e GALLIE, 2010)
foram sintetizados de acordo com as referências indicadas
(tabela 2).
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4.11. Condições da qRT – PCR :
As concentrações dos iniciadores para amplificação de
transcritos dos genes dos transportadores influxo de auxina e
dos receptores de etileno foram determinadas neste estudo. As
concentrações para os demais genes foram determinadas por
Amaral, et al (artigo submetido). A curva padrão relativa foi
realizada para cada gene alvo e comparada com o gene
constitutivo (α – tubulina) por meio de diluição seriada do cDNA 
molde. Para este fim, o cDNA foi diluído 5 vezes partindo de uma
quantidade inicial de 100 ng de cDNA de uma amostra de
plântulas não inoculadas em triplicata, com o objetivo de
determinar a eficiência das amplificações. As reações de
amplificação das amostras foram realizadas em triplicata, em
poços adjacentes de uma mesma placa, nas seguintes
condições: 95 °C por 10 min, seguido de 40 ciclos de 95 °C por
15s e 60 °C por 1 min. Imediatamente após os ciclos, foi
produzida uma curva de dissociação com aumento linear de 60
oC a 95 oC realizado no ABI PRISMTM 7500 detection system. A
quantificação relativa dos transcritos dos genes β – actina 
(Zmact), auxina -1 (Zmaux1), giberelina 20 oxidase
(Zmga20ox4), proteína quinase ativadora de mitose (Zmmpk5),
as enzimas relacionadas ao burst oxidativo (ZmrbohA, ZmrbohB),
e o do carreador efluxo de auxina (Zmpin1a) foi determinado em
relação à α-tubulina (gene de referência) e foram calculados de 
acordo com Pfaffl (2001) com modificações propostas por
Mcmaugh e Lyon (2003) (Figura 11). Os resultados de expressão
relativa foram calculados em relação ao grupo das plântulas não
inoculadas com 1 D.A.I. (1X), com aumento ou diminuição.
ܧݔ݌݁ݎ ݏݏã݋ܴ݈݁ ܽ݅ݐܽݒ = ܧ(௔௟௩௢)∆஼௧ಲ೗ೡ೚(஼௢௡௧௥௢௟௘ି ூ௡௙௘௖௧௔ௗ௢)
ܧ(௥௘௙.)∆஼௧ೝ೐೑(஼௢௡௧௥௢௟௘ି ூ௡௙௘௖௧௔ௗ௢)
Figura 11.Equação utilizada no cálculo da expressão relativa dos genes
alvos de acordo com Pfaffl (2001) com modificações propostas por
Mcmaugh e Lyon (2003) utilizando a α-tubulina como gene de referência. 
ܧ(alvo) = Eficiência do gene Alvo, ܧ(ref.) = Eficiência do gene de referência.
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4.12. Análise Estatística:
Depois de realizada a análise das variâncias (ANOVA) dos
dados, foi verificada a distribuição destes por meio do teste de
Bartlett, que verifica a homogeneidade, e pelo teste de Shapiro-
Wilk, que verifica se estes tem distribuição normal. Dependendo
da distribuição apresentada se aplicou ou o t – teste ou o teste
de Wilcox/Mann-Whitney para verificar a diferença entre as
médias.
5. Resultados:
5.1. Parâmetros de Crescimento de plântulas de milho
inoculadas com Azospirillum brasilense FP2:
5.1.1. Milho variedade DKB240:
Após a coleta das plântulas inoculadas e não inoculadas a
1, 4, 7 e 10 D.A.I., foram medidos a massa fresca e o
comprimento da parte aérea e das raízes das plântulas e
verificado o número de raízes laterais nas mesmas. Além disso,
foram estocadas em freezer a – 80 oC amostras de raízes e de
parte aérea das plântulas inoculadas e não inoculadas.
Não foram detectadas diferenças estatísticas entre os
grupos de plântulas inoculadas e não inoculadas em nenhuma
das variáveis analisadas (Figuras 11 e 12). Por esta razão, se
optou por não utilizar esta variedade para avaliar a expressão
gênica nas plântulas.
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Figura 12. Plântulas de milho DKB240 não inoculadas (A) e inoculadas
com Azospirillum brasilense FP2 (B) da 1ª repetição coletadas
1, 4, 7 e 10 dias após a inoculação (D.A.I.). Os espaços na
escala correspondem a 1 cm.
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5.1.2. Milho variedade Pioneer 30F53:
Após a coleta das plântulas inoculadas e não inoculadas a
1, 4, 7 e 10 D.A.I., foram medidos a massa fresca e o
comprimento da parte aérea e das raízes das plântulas e
verificado o número de raízes laterais nas mesmas. Além disso,
foram estocadas em freezer a – 80 oC amostras de raízes e de
parte aérea das plântulas inoculadas e não inoculadas.
Assim, diferenças estatísticas foram observadas em 10
D.A.I. no comprimento da parte aérea. Nas demais variáveis
analisadas não houve diferença estatística entre as plântulas
inoculadas e não inoculadas (Figuras 14 e 15).
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Figura 15. Plântulas de milho Pioneer 30F53 não inoculadas (A) e
inoculadas com Azospirillum brasilense FP2 (B) da 3ª repetição
coletadas com 1, 4, 7 e 10 dias após a inoculação (D.A.I.). Os
espaços na escala correspondem a 1 cm.
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5.2. Quantificação de DNA de Azospirillum brasilense
FP2 em plântulas de milho:
Apesar das variáveis de crescimento serem uma
ferramenta eficaz na determinação dos efeitos da inoculação de
plântulas de milho por A. brasilense, eles não são capazes de
indicar quando a bactéria colonizou os tecidos da planta, onde se
instalou, e qual a quantidade de bactéria presente nestes tecidos.
Assim, com o intuito de detectar a presença da bactéria e
quantifica-la nas amostras de plântulas inoculadas, nesta etapa
do trabalho foram utilizadas duas metodologias: uma para
detectar – por PCR convencional – a presença de A. brasilense
em plântulas de milho inoculadas com esta bactéria, e outra para
quantificar – por qPCR – o DNA desta bactéria presente nas
plântulas de milho.
5.2.1. Determinação da presença de A. brasilense em
amostras de milho:
Com o intuito de determinar se a bactéria A. brasilense
FP2 está presente em amostras de milho inoculado, foram
sintetizados iniciadores para PCR convencional de acordo com
Shime-Hattori (2011) para amplificar a sequência de DNA do
gene AznifA (tabela 1). Estes iniciadores geraram produtos de
PCR para este gene em três espécies de Azospirillum: em duas
das três cepas testadas de A. brasilense, na cepa testada de A.
halopraeferens, e na cepa de A. rugosum (SHIME-HATTORI et
al., 2011).
Assim, a fim de verificar se estes iniciadores amplificariam
também a sequência do gene AznifA da cepa de A. brasilense
FP2, estes foram testados utilizando como alvo o DNA da
bactéria isolado a partir de células de A. brasilense FP2
crescidas em meio NFbHP/lactato e usando Herbaspirillum
seropedicae como controle negativo. Nesta reação de PCR
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ambos os pares de iniciadores (AznifA-A e AznifA-B) geraram
produtos na amplificação apenas das amostras de DNA de A.
brasilense FP2, o que indicou que estes pares de iniciadores
apresentam resultado positivo para a cepa testada (Figura 16).
Figura 18. Detecção dos fragmentos com, respectivamente, 439 pb e 455
pb de AznifA-A (F)/ AznifA-A (R) e AznifA-B (F)/ AznifA-B (R). em
duas amostras de A. brasilense e em 2 amostras de
Herbaspirillum seropedicea. Legenda: canaletas 1 e 9:
Azospirillum amostra 1, canaletas 2 e 10: Azospirillum amostra 2,
canaletas 3 e 11: Azospirillum amostra 2 Diluida (1:10), canaletas
4 e 12: Herbaspirillum amostra 1, canaletas 5 e 13: Herbaspirillum
amostra 2, canaletas 6 e 14: Herbaspirillum amostra 2 Diluído
(1:10), canaletas 7 e 15: Água, canaleta 8: Marcador Molecular
(50 pb). As amostras de 1 a 7 foram amplificadas com os
iniciadores AznifA-A (F)/ AznifA-A (R) e as amostras 9 a 15 com
os iniciadores AznifA-B (F)/ AznifA-B (R).
.
← 455 pb← 439 pb
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Após este primeiro teste, foi realizada a extração do DNA
total de raízes de plântulas de milho inoculadas e não inoculadas
de duas variedades de milho (DKB240 e Pioneer 30F53). Para
esta extração de DNA foram utilizadas raízes de plântulas
inoculadas e não inoculadas 10 D.A.I. . Depois de extraído o
DNA total presente nas amostras, este foi quantificado em
Nanodrop e posteriormente foi realizada a PCR convencional
com os dois pares de iniciadores. Como controles foram usados
uma amostra de grão de milho e uma amostra de A. brasilense.
Como resultado foi observado uma fraca amplificação para as
amostras do grupo das plântulas inoculadas que foram
amplificadas com os iniciadores AznifA-A (Dados não
mostrados).
Com base neste resultado, decidiu-se aumentar de 35 para
45 o número de ciclos da PCR, pois se acreditava que esta fraca
amplificação foi devida à pequena quantidade de DNA bacteriano
presente na amostra em relação ao DNA da planta. Tal fato se
mostrou verdadeiro, pois após nova amplificação em que
somente se alterou o número de ciclos (45 ciclos), a banda
correspondente às amostras de DNA de milho inoculado
amplificado com o par de iniciadores AznifA-A ficaram visíveis.
Não houve amplificação nas amostras de milho inoculado nas
quais foram utilizados o par de iniciadores AznifA-B (figura 17).
Assim, nas etapas seguintes do experimento, somente se usou o
par de iniciadores AznifA-A.
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Figura 19. Detecção dos fragmentos com, respectivamente, 439 pb e 455
pb de AznifA- (F)/ AznifA-A (R) e AznifA-B (F)/ AznifA-B (R).
Legenda: Canaleta 1 : Marcador Molecular (50 pb), Canaletas 2 e
9: plântulas não inoculadas 10 D.A.I. (DKB240), Canaletas 3 e 10 :
plântulas não inoculadas 10 D.A.I. (Pioneer 30F53), Canaletas 4 e
11: plântulas inoculadas 10 D.A.I. (DKB240), Canaletas 5 e 12 :
plântulas inoculadas 10 D.A.I. (Pioneer 30F53), Canaletas 6 e 13:
Milho, Canaletas 7 e 14 : Azospirillum, canaletas 8 e 15: Água.
Canaletas de 1 a 7: amostras amplificadas com iniciadores AznifA-
A (F)/ AznifA-A (R), e as canaletas 9 a 15: amostras amplificadas
com iniciadores AznifA-B (F)/ AznifA-B (R).
Como no teste com 45 ciclos houve amplificação somente
nas reações onde havia milho inoculado, resolveu-se realizar a
extração do DNA das amostras com 7 e 10 D.A.I. de milho
Pioneer 30F53 e realizar a PCR convencional destas amostras
para verificar a presença ou não de A. brasilense nestas
amostras. Foram feitas 2 extrações por repetição biológica.
400 pb →
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Como esperado, somente houve amplificação nas amostras de
plântulas inoculadas (Figura 18).
Figura 20. Detecção do fragmento com 439 pb após PCR usando os
iniciadores AznifA-A (F) / AznifA-A (R). Legenda Parte Superior :
1 : Marcador Molecular (100 pb), 2,4,6,8, 10 e 12 : plântulas não
inoculadas 7 D.A.I. (Pioneer 30F53), 3,5,7,9,11 e 13 : plântulas
inoculadas 7 D.A.I. (Pioneer 30F53), 14 : plântulas não
inoculadas 10 D.A.I. (Pioneer 30F53), 15 : plântulas inoculadas
10 D.A.I. (Pioneer 30F53), 16 e 17: Água, 18 : Azospirillum, 19:
Milho. Legenda Parte Inferior : 1 : Marcador Molecular (100 pb),
2,4,6,8, 10 : plântulas não inoculadas 10 D.A.I. (Pioneer 30F53),
3,5,7,9,11 : plântulas inoculadas 10 D.A.I. (Pioneer 30F53), 12 e
13: Água, 14 : Azospirillum, 15: Milho.
Para confirmar que as amostras de DNA extraídas de
raízes de milho contêm DNA amplificável, se realizou uma
reação de PCR utilizando os iniciadores para o gene que codifica
400 pb →
400 pb →
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a proteína de milho zeina (zeo). Como esperado, houve
amplificação em todas as amostras de milho (plântulas
inoculadas e não inoculadas, e DNA extraído de grãos de milho)
e não houve amplificação nas amostras de DNA extraído de A.
brasilense (figura 19).
Figura 21. Detecção do fragmento com 329 pb do gene que codifica a
proteína Zeina de milho, após PCR usando os iniciadores ZEO1 (F)
/ ZEO2 (R). Legenda Parte Superior : 1 : Marcador Molecular (100
pb), 2,4,6,8, 10 e 12 : plântulas não inoculadas 7 D.A.I. (Pioneer
30F53), 3,5,7,9,11 e 13 : plântulas inoculadas 7 D.A.I. (Pioneer
30F53), 14 : plântulas não inoculadas 10 D.A.I. (Pioneer 30F53),
15: plântulas inoculadas 10 D.A.I. (Pioneer 30F53), 16 e 17: Água,
18: Milho, 19: Azospirillum. Legenda Parte Inferior : 1 : Marcador
Molecular (100 pb), 2,4,6,8, 10 : plântulas não inoculadas 10 D.A.I.
(Pioneer 30F53), 3,5,7,9,11 : plântulas inoculadas 10 D.A.I.
(Pioneer 30F53), 12 e 13: Água, 14 : Milho, 15: Azospirillum.
300 pb →
300 pb →
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Como os testes com as amostras de raiz de 7 e 10 D.A.I.
de milho Pioneer 30F53 foram bem sucedidos, se realizou a
extração das demais amostras de raízes de milho (1 e 4 D.A.I.) e
de todas as amostras de folha de milho. Foi possível detectar nas
amostras de raiz a presença de A. brasilense nas plântulas
inoculadas 4, 7 e 10 D.A.I. . Foi possível também detectar a
presença da bactéria em uma das repetições do grupo das
plântulas inoculadas 1 D.A.I. (Figura 20). Não se detectou a
presença de bactéria na parte aérea das plântulas inoculadas em
nenhum dos tempos de coleta (Figura 21) e nem nas amostras
de raiz e de parte aérea das plântulas não inoculadas (Figuras 20
e 21).
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Tabela 3. Resumo do experimento de detecção de Azospirillum brasilense
FP2 em amostras de plântulas inoculadas e não inoculadas por
meio da amplificação de um fragmento da sequência do gene da
bactéria AznifA. (+) detecção de produto da amplificação do
fragmento de AznifA (detecção positiva de A. brasilense FP2), (−) 
não detecção de produto da amplificação do fragmento de AznifA
(não detecção de A. brasilense FP2).
D.A.I. Repetição
Plântulas Não
Inoculadas
Plântulas
Inoculadas
Raiz ParteAérea Raiz
Parte
Aérea
 1ª  − − − − 
1 2ª  − − − − 
 3ª  − − + − 
 1ª  − − + − 
4 2ª  − − + − 
 3ª − − + − 
 1ª − − + − 
7 2ª − − + − 
 3ª − − + − 
 1ª − − + − 
10 2ª − − + − 
 3ª − − + − 
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5.2.2. Quantificação de DNA bacteriano em amostras de
milho:
Após determinar a presença de A. brasilense FP2 em
amostras de raízes de plântulas inoculadas com esta bactéria,
foram desenhados dois pares de iniciadores para se realizar a
quantificação desta bactéria por qPCR. Esses iniciadores foram
desenhados com o auxílio do programa Primer Express® v1.0 (
Applied Biosystems) para gerar dois produtos de PCR, um com
180 pb e outro com 96 pb. Ambos os produtos são
correspondentes a um fragmento do gene AznifA. Ao se
desenhar estes iniciadores se buscou um região compreendida
dentro do produto de PCR convencional gerado pela
amplificação da reação com os iniciadores AznifA-A (Anexo I).
Depois de desenhados e sintetizados, estes iniciadores
foram testados por meio de uma PCR convencional com as
mesmas condições da qPCR. Nesta reação se utilizou amostras
inoculadas e não inoculadas de milho Pioneer 30F53 4 D.A.I..
Neste teste, só houve amplificação nas amostras de milho
inoculado quando utilizado o par de iniciadores AznifA – F12, de
96 pb (Dados não mostrados). Assim, se optou por este par de
iniciadores para a realização da qPCR.
Após este teste, foi realizada a titulação dos iniciadores
para qPCR e o posterior cálculo das eficiências para 3 extrações
independentes de DNA bacteriano. A concentração de
iniciadores que apresentou melhor resultado foi a obtida com a
concentração de 600 nmol.L-1, para ambos os iniciadores (Anexo
III). Já as eficiências ficaram entre 85 e 91% (Figura 23).
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Figura 24. Curvas de Eficiência de qPCR usando como DNA molde 3
extrações independentes de DNA de A. brasilense.
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Feito isso, se realizou duas qPCR para determinar a
quantidade de DNA bacteriano presente nos materiais vegetais
em cada tempo de coleta (Figura 25). Assim, foi possível verificar
que houve um crescimento no número de cópias de 1 a 4 D.A.I.
de aproximadamente 4.000 cópias a mais de um tempo para o
outro. Com 7 D.A.I. houve um aumento no número de cópias em
torno de 3,5 vezes em relação à amostras de 4 D.A.I. . Por outro
lado, com 10 D.A.I. houve uma diminuição no número de cópias
de DNA bacteriano de aproximadamente 3,5 vezes em relação
ao número de cópias verificado com 7 D.A.I., este número de
cópias ficou próximo, mas ainda acima, do registrado com 1
D.A.I. . A quantidade de DNA bacteriano por reação foi
determinada com base nas curvas padrões obtidas em paralelo
durante cada uma das placas de qPCR com amostras em
diluição seriada de DNA bacteriano (Figura 26).
Figura 25. Número de cópias de DNA de Azospirillum brasilense FP2 por
reação (50 ng de DNA total). Valores são expressos como Média
± EP (n=3).
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Figura 26. Curvas de Eficiência de qPCR usando como DNA
molde DNA de Azospirillum brasilense FP2 em diluição
seriada. Curvas foram utilizadas para quantificar DNA
bacteriano presente em amostras de raiz inoculada.
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5.3. Expressão Gênica:
Realizou-se a extração do RNA total de amostras de raiz e
parte aérea de plântulas inoculadas e não inoculadas com A.
brasilense FP2. Após esta extração, este RNA extraído foi usado
como molde para a síntese do cDNA, que foi utilizado nos
experimentos de expressão relativa.
Assim, inicialmente, foi realizada a titulação dos iniciadores
para amplificação de fragmentos dos transcritos utilizados neste
estudo, exceto para os iniciadores para amplificação dos
transcritos dos genes das enzimas envolvidas no burst oxidativo
(ZmrbohA e ZmrbohB) e do gene da cadeia transdutora de sinal
(Zmmpk5) que já haviam sido previamente titulados por Amaral
et al. (artigo submetido)(tabela 3). Nesta etapa não se conseguiu
titular os iniciadores para amplificação dos transcritos do gene
dos receptores de etileno (Zmers1a, Zmetr2a, Zmetr2b) e um dos
pares de iniciadores para amplificar o transcrito do gene do
transportador efluxo de auxina (Zmpin1c).
Feito isso, se determinou a eficiência das amplificações
dos transcritos, à exceção das eficiências de amplificação dos
transcritos dos genes das enzimas envolvidas no burst oxidativo
(ZmrbohA e ZmrbohB) e do gene da cadeia transdutora de sinal
(Zmmpk5) que já haviam sido previamente determinados por
Amaral et al. (artigo submetido) (tabela 4 e 5). Nesta etapa não
foi possível calcular a eficiência da reação de amplificação dos
genes do receptor de etileno (Zmers1b) e do transportador efluxo
de auxina Zmpin1a e Zmpin1b para amostras de raiz, e Zmpin1b,
para amostras de parte aérea (dados não mostrados).
Assim, após isso se realizou as reações de amplificação
das amostras. Foram observadas diferenças estatísticas entre os
grupos de plântulas inoculadas e não inoculadas em pelo menos
um dos tempos de coleta na expressão da maioria dos genes
analisados (Figuras 26 a 29). Observou-se que a expressão dos
genes envolvidos no burst oxidativo (Figura 26) apresentou
diferenças estatísticas em amostras de raízes de milho 1, 4 e 7
D.A.I.. O gene ZmrbohA (Z. mays respiratory burst oxidase
homologue A) apresentou maior expressão nas amostras de
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plântulas inoculadas com 1 e 4 D.A.I. (aproximadamente 7,1X e
12,8X, respectivamente, em relação às plântulas não
inoculadas). Já para a expressão do gene ZmrbohB ( Z. mays
respiratory burst oxidase homologues B) houve aumento no nível
de transcritos nas amostras de plântulas inoculadas em relação
às não inoculadas em 4 e 7 D.A.I. (aproximadamente 12,2X e
26X, respectivamente). Para os demais tempos de coleta, não
houve diferenças estatísticas entre os grupos analisados (Figura
26). Com relação ao gene Zmmpk5 (Zea mays mitogen-activated
protein kinase 5), pertencente à cadeia transdutora de sinal,
foram observadas diferenças estatísticas entre as plântulase
inoculadas e não inoculadas para todos os tempos de coleta em
amostras de raiz de milho (Figura 26). Com 1,4 e 7 D.A.I. houve
uma maior expressão no grupo de plântulas inoculadas
(aproximadamente 9,5X, 6,6X e 10,4X respectivamente). Por
outro lado, com 10 D.A.I. houve maior expressão do grupo de
plântulas não inoculadas (aproximadamente 21X) em relação às
plântulas inoculadas.
Quanto aos genes envolvidos no transporte efluxo
(Zmpin1a) e influxo (Zmaux1) de auxinas, foi possível detectar
diferenças estatísticas entre as plântulas inoculadas e não
inoculadas em alguns dos tempos de coleta em amostras de raiz
e de parte aérea. Em amostras de raiz, foi observada uma maior
expressão do gene Zmaux1 nas plântulas inoculadas em relação
às não inoculadas para 1, 4 e 7 D.A.I. (7,4X, 11,9X e 30,6X,
respectivamente), e, para amostras de parte aérea, foi observada
uma maior expressão deste gene nas plântulas inoculadas em
relação às não inoculadas para 7 D.A.I. (50X). Nos demais
tempos de coleta, para ambas as amostras, não houve
diferenças estatísticas entre os grupos analisados (Figura 27).
Para o gene Zmpin1a foi detectada diferenças estatísticas entre
as plântulas inoculadas e não inoculadas nas amostras de parte
aérea com 7 e 10 D.A.I. . Em 7 D.A.I. houve maior expressão em
plântulas inoculadas (17,6X) quando comparado com as não
inoculadas, e, por outro lado, com 10 D.A.I. , houve maior
expressão nas plântulas não inoculadas (5,8X) quando
comparado com as inoculadas (Figura 27).
Para os genes envolvidos na síntese de giberelinas
(Zmko1 e Zmga20ox4), foram observadas diferenças estatísticas
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entre as plântulas inoculadas e não inoculadas em todos os
tempos de coleta nas amostras de raiz e em 2 tempos de coleta
em amostras de parte aérea para o gene Zmko1, e para o gene
Zmga20ox4 foi observada diferença estatística somente na
amostra de parte aérea com 7 D.A.I. . Para os demais tempos de
coleta não foram observadas diferenças estatísticas entre as
plântulas inoculadas e não inoculadas tanto em amostras de
parte aérea, quanto para amostras de raiz na expressão de
ambos os genes. Para o gene Zmko1 foi observada diferenças
de expressão entre os grupos analisados em todos os tempos
nas amostras de raiz. Com 1, 4 e 7 D.A.I. houve uma maior
expressão nas plântulas inoculadas (aproximadamente 9,1X,
2,2X e 1,4X, respectivamente) em relação às não inoculadas, e,
com 10 D.A.I., houve maior expressão em plântulas não
inoculadas (4,8X) em comparação com as inoculadas (Figura
28). Para este gene, nas amostras de parte aérea, houve uma
maior expressão nas plântulas inoculadas quando comparado
com as não inoculadas nas amostras de 4 e 7 D.A.I.
(aproximadamente 1,3X e 0,6X, respectivamente). Com relação à
expressão do gene Zmga20ox4 houve diferença entre a
expressão nas plântulas inoculadas e não inoculadas somente
na amostra de parte aérea com 7 D.A.I., em que foi observado
uma maior expressão nas plântulas inoculadas (0,6X) quando
comparada com as plântulas não inoculadas.
Por fim, foram observadas diferenças estatísticas entre as
plântulas inoculadas e não inoculadas para a expressão do gene
Zmact nas amostras de raiz e de parte aérea. Em raiz, com 1
D.A.I. (3,6X) houve uma maior expressão do gene nas plântulas
inoculadas em relação às não inoculadas. Nas amostras de parte
aérea houve uma maior expressão nas plântulas inoculadas
(1,2X) em relação às não inoculadas em 7 D.A.I. . Nos demais
tempos para amostras de parte aérea não foi possível observar
diferenças estatísticas entre os grupos analisados.
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6. Discussão:
Com o intuito de entender como ocorre a interação entre o
milho e a bactéria Azospirillum brasilense FP2 nos primeiros
momentos após a colonização das raízes do milho pela bactéria,
este estudo focou em estudar como plântulas de milho
respondem à inoculação por esta bactéria nos primeiros 10 D.A.I.
.
Inicialmente se realizou o experimento com a variedade
DKB240 e cada uma das plântulas que receberam a bactéria
foram inoculadas com 105 UFC. Para esta variedade não foi
detectada diferença estatística entre as plântulas inoculadas e
não inoculadas em nenhuma das variedades de crescimento
analisadas. Por esta razão, optou-se por não utilizar esta
variedade nas etapas subsequentes do trabalho, devido ao fato
de que a literatura indica que a inoculação com esta bactéria
induz ao aumento no número de raízes laterais e leva a um
ganho de massa seca (BASHAN e DE-BASHAN, 2010; VARGAS
et al., 2012).
Como não houve diferenças entre os grupos no
experimento com a variedade DKB240, decidiu-se, após consulta
à literatura (VENDAN e THANGARAJU, 2007; MONTEIRO et al.,
2008), aumentar a quantidade de bactérias usadas para inocular
cada uma das plântulas no experimento com as plântulas da
variedade Pioneer 30F53. Dessa forma, cada uma das plântulas
que receberam a bactéria foram inoculadas com 108 UFC de A.
brasilense FP2. Para esta variedade foi possível, com relação às
variáveis de crescimento, observar diferenças estatísticas com
10 D.A.I. para comprimento de folha, em que as plântulas
inoculadas apresentaram maior comprimento médio em relação
às não inoculadas. Nas demais variáveis avaliadas não houve
diferença estatística entre os grupos (Figuras 14 e 15). Assim, os
experimentos de expressão gênica e determinação e
quantificação do DNA bacteriano em plântulas de milho foram
realizados com a variedade Pioneer 30F53.
A partir de DNA extraído das amostras de parte aérea e
raiz de milho inoculado com a bactéria A. brasilense foi possível
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detectar a presença da mesma nas amostras de raiz inoculada
por PCR convencional utilizando os iniciadores gênero
específicos para esta bactéria (Tabela 3) (SHIME-HATTORI et
al., 2011). O fato de que os iniciadores utilizados para essa
determinação não terem amplificado nenhuma sequência de
milho é importante na medida em que possibilita um método fácil
e rápido de identificação das bactérias do gênero Azospirillum
que possam estar em associação com o milho (Z. mays). Essa
identificação de A. brasilense logo após a inoculação foi
realizada também por Bashan (1986). Este autor, entretanto,
usou meio seletivo e determinou o NMP de células bacterianas
presentes nas raízes de trigo. Já Molina-Favero (2008)
determinou o NMP de células bacterianas por grama de peso
seco de raízes de tomate por meio de cultura da bactéria
extraída das raízes em meio NFb. Por outro lado, Guerrero-
Molina (2012) usou a sequencia do gene nifD para identificar a
presença de A. brasilense no interior de raízes de morangueiros
7 meses após a inoculação.
Assim, a metodologia utilizada neste trabalho obteve
resultados semelhantes aos observados anteriormente por outros
autores, pois foi observado que a bactéria A. brasilense estava
presente nas raízes de plântulas inoculadas desde 1 D.A.I e não
estava presente na parte aérea destas plântulas (Tabela 3). Não
houve amplificação de DNA bacteriano nas amostras tanto da
parte aérea como de raiz de plântulas não inoculadas (Tabela 3).
Segundo Vargas (2012) houve aumento no número de raízes
laterais em plântulas de arroz inoculadas com A. brasilense
sp245 com 10 D.A.I. . Cavallet (2000) visualizou os efeitos da
inoculação de milho com um produto à base de Azospirillum spp.
no período da colheita (maior número de grãos e comprimento
médio das espigas). Já Junior (2008) verificou, 25 dias após a
inoculação de plantas de milho com Azospirillum amazonense
levou a um aumento na quantidade de nitrogênio e a um maior
acumulo de matéria seca nas raízes, devido, provavelmente,
tanto ao mecanismo de fixação de nitrogênio quanto aos
mecanismos de promoção de crescimento vegetal. Estes fatos
associados aos nossos dados, que indicam que a bactéria já está
presente no interior dos tecidos das raízes das plântulas de milho
a 1 D.A.I., nos leva a supor que apesar da bactéria colonizar
muito rapidamente os tecidos vegetais, os seus efeitos no
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desenvolvimento da planta somente podem começar a ser
percebidos com 10 D.A.I. , visto que, somente neste tempo de
coleta conseguimos detectar um maior crescimento da parte
aérea de plântulas inoculadas em relação às não inoculadas.
A partir deste resultado, foram desenhados dois pares de
iniciadores para amplificar uma região de 96 pb e outra de 180
pb que se encontram dentro da região amplificada na PCR
convencional usada para determinar a presença da bactéria em
amostras de plântulas inoculadas (Anexo I). Estes iniciadores
foram sintetizados com a finalidade de quantificar o DNA de A.
brasilense presente em amostras de raiz e parte aérea de
plântulas inoculadas. Depois de realizado um teste de
amplificação por PCR convencional dos pares de iniciadores, o
par AznifA-F12 foi o único que gerou amplicon. Assim, este par
de iniciadores foi utilizado no experimento de quantificação do
DNA bacteriano nas amostras de raiz e parte aérea inoculadas
com A. brasilense. Após submeter a sequência do amplicon a
busca por BLAST (National Center for Biotechnology
Information), verificou-se que houve homologia com somente
uma região do genoma completo de Azospirillum brasilense, o
que indica que este se encontra presente em cópia única no
genoma da bactéria (Anexo II). Tal fato torna este gene um bom
candidato para a quantificação do DNA bacteriano presente nas
amostras de raiz e parte aérea de plântulas de milho, pois
permite fazer a associação de que cada cópia indica a presença
de uma bactéria. Assim, essa quantificação mostrou uma
crescente quantidade de DNA bacteriano desde as amostras de
1 D.A.I. até 7 D.A.I. , e apresentou uma queda nas amostras de
10 D.A.I (Figura 24). Este padrão de crescimento foi parcialmente
verificado por Bashan (1986), que observou, após 1 semana de
inoculação, uma queda na quantidade de bactérias presentes
nas raízes de trigo inoculadas com A. brasilense. Já Puente
(1999) inoculou raízes de mangue com A. brasilense e observou
um crescimento no número de UFC entre 2 e 4 D.A.I., seguida de
uma queda no número de UFC para níveis abaixo da quantidade
inicial, padrão este de crescimento parecido com o observado
nos experimentos de quantificação de DNA bacteriano nas raízes
de milho.
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Com relação às análises de expressão gênica, foram
detectadas diferenças principalmente nas amostras de raízes de
milho. Dentre estas diferenças foi detectada uma maior
expressão nas amostras inoculadas 1, 4 e 7 D.A.I. para os genes
envolvidos no burst oxidativo e para a cadeia transdutora de sinal
(Figura 26). Entretanto, em 10 D.A.I. não houve diferença entre a
expressão das amostras inoculadas e não inoculadas para os
genes envolvidos no burst oxidativo e uma repressão do gene
Zmmpk5 que codifica para uma das enzimas envolvidas na
transdução de sinal por MAP quinases.
De acordo com Zhang (2010), logo após a percepção dos
brassinoesteróides pela célula vegetal, ZmMPK5 é ativada pelo
H2O2 apoplástico produzido pelas NADPH oxidases em resposta
ao estímulo pelos brassinoesteróides. A ZmMPK5 ativada, por
sua vez, leva ao acúmulo de H2O2 apoplástico via a indução da
expressão do gene das NADPH oxidases (rboh), o que leva à
formação de um loop de amplificação. Esse acúmulo de H2O2
induzido por brassinoesteróides estimula a atividade das enzimas
do sistema de defesa antioxidante. Associado a isso, temos o
fato de que, segundo Marino (2011 e 2012), em Medicago
truncatula a síntese de MtrbohA está associado com a fixação de
nitrogênio nos nódulos formados durante a interação com
Sinorhizobium meliloti. Segundo o autor, quando a expressão
deste gene decresce, há também um decréscimo na fixação de
nitrogênio no nódulo, pois esta baixa expressão de MtrbohA
também leva a uma baixa expressão dos genes do complexo da
nitrogenase deste microrganismo. Tal fato, para o autor, é uma
forte indicação de que este gene está envolvido na comunicação
entre a planta e o microrganismo.
Dessa forma, quando comparamos a expressão dos genes
Zmmpk5, ZmrbohA e ZmrbohB (Figura 26) com os dados de
quantificação de DNA bacteriano nas raízes (Figura 24), pode-se
verificar que a expressão destes genes nas plântulas inoculadas
apresenta padrão semelhante ao observado na quantificação de
DNA bacteriano. Isso é observado para o gene ZmrbohA em 1 e
7 D.A.I., e para o gene ZmrbohB em 4 e 7 D.A.I., quando a
expressão destes genes nas amostras das plântulas inoculadas
apresentam um aumento de 20 vezes de um tempo de coleta
para outro e, com 10 D.A.I. não há diferença entre as amostras
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de plântulas inoculadas e não inoculadas. A expressão do gene
Zmmpk5 também apresenta o mesmo padrão observado na
quantificação de DNA bacteriano, em que a expressão nas
plântulas inoculadas é maior que as não inoculadas em 1, 4 e 7
D.A.I. , e, em 10 D.A.I., há uma maior expressão nas plântulas
não inoculadas em relação às inoculadas, o que mostra que
ocorreu uma repressão da expressão deste gene nas amostras
de plântulas inoculadas. Assim, as expressões observadas para
os genes envolvidos no burst oxidativo (ZmrbohA e ZmrbohB) e
de Zmmpk5 (Figura 26) sugerem que a presença de A.
brasilense FP2 nas raízes de milho induz à expressão do gene
Zmmpk5 nos primeiros dias de inoculação (1, 4 e 7 D.A.I.). O
produto deste gene (ZmMPK5), por sua vez, leva a uma maior
expressão dos genes das NADPH oxidases (ZmrbohA e
ZmrbohB) nas amostras inoculadas quando comparadas com as
amostras que não receberam a bactéria (Figura 26). Após isso, a
queda na expressão do gene Zmmpk5, com 10 D.A.I., nas
amostras de plântulas inoculadas leva a expressão dos genes
das NADPH oxidases a níveis comparáveis às das plântulas não
inoculadas (Figura 26). É possível, dessa forma, com base no
que afirma (Zhang, Zhang et al., 2010) e (Marino, Andrio et al.,
2011; Marino, Dunand et al., 2012), supor que estes genes estão
envolvidos na comunicação entre a bactéria e a planta (Figura
31).
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Figura 31. Esquema sobre a transcrição dos genes Zmmpk5, ZmtbohA e
ZmrbohB em raízes de plântulas de milho inoculadas com A.
brasilense FP2 (ZHANG et al., 2010; MARINO et al., 2011;
MARINO et al., 2012).
Além destes, também foi possível detectar diferenças
estatísticas entre os grupos analisados para os genes envolvidos
no transporte influxo e efluxo de auxinas. O transportador efluxo
das auxinas (Zmpin1a), em parte aérea, apresentou uma
diferença entre os grupos nas amostras com 7 e 10 D.A.I., em
que a amostra de plântulas inoculadas apresentou maior
expressão em 7 D.A.I. e a amostra com 10 D.A.I apresentou
menor expressão quando comparada com a respectiva amostra
das plântulas não inoculadas. Já o transportador influxo de
auxina apresentou diferença estatística entre os grupos
analisados nas amostras de 7 D.A.I. em parte aérea e nas
amostras de 1 a 7 D.A.I. de raiz.
Azospirillum brasilense é capaz de produzir auxinas a partir
de triptofano liberado pela planta (ONA et al., 2005) e os
transportadores influxo e efluxo de auxina são responsáveis por
manterem o fluxo normal deste hormônio na raiz e na parte aérea
da planta, evitando que esta se acumule em alguma parte da
planta (PERET et al., 2012). Assim, o padrão de expressão em
raiz do transportador influxo de auxina, que é crescente até 7
D.A.I. nas plântulas inoculadas e não apresenta em 10 D.A.I.
diferença em relação às plântulas não inoculadas, acompanha o
109
crescimento do número de bactérias em raiz até 7 D.A.I. e sua
queda com 10 D.A.I.(Figura 28). Esses fatos levam à proposta de
que as bactérias estão ativamente produzindo auxinas durante a
interação com a planta, e em quantidades suficientes para que
esta induza resposta na parte aérea da planta, pois com 7 D.A.I.,
ambas as amostras, de raiz e de parte aérea, apresentaram uma
maior expressão nas plântulas inoculadas quando comparado
com as não inoculadas, o que coincide com a maior quantidade
detectada de DNA bacteriano na raiz das plântulas. Dessa forma,
como há uma maior produção deste hormônio, há uma maior
necessidade destes transportadores para evitar o acumulo de
auxinas no local onde as bactérias colonizam as raízes das
plântulas (Figura 32).
Figura 32. Esquema sobre a transcrição dos genes Zmpin1 e Zmaux1 em
plântulas de milho inoculadas com A. brasilense FP2 (ONA et al.,
2005; PERET et al., 2012).
Já entre os genes envolvidos na síntese de giberelinas, foi
possível detectar diferenças entre os tratamentos para ambos os
genes em todas as amostras, na exceção das amostras de raiz e
das amostras de 1, 4 e 10 D.A.I. para parte aérea do gene
Zmga20ox4, em que não foi detectada diferença estatística entre
os tratamentos (Figura 29). Também não foram observadas
diferenças na expressão gênica nas amostras de parte aérea de
1 e 10 D.A.I para o gene Zmko1 (Figura 29). Para o gene
Zmga20ox4, que codifica a enzima giberelina 20 oxidase 4,
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somente houve diferença estatística entre as plântulas
inoculadas e não inoculadas em 7 D.A.I. para parte aérea de
plântulas. Esse resultado é esperado uma vez que A. brasilense
é capaz de realizar a 3 β-hidroxilação de formas inativas de 
giberelinas presentes em raízes na sua forma ativa (GA1) além
de produzir diretamente giberelinas (CASSÁN et al., 2001), o que
leva à ativação das vias de resposta a esse hormônio e,
consequentemente, à inibição por feedback da transcrição do
gene Zmga20ox4 (HEDDEN e PHILLIPS, 2000). A maior
produção do mesmo gene nas plântulas inoculadas de 7 D.A.I.
em relação às não inoculadas também pode ser explicado pela
presença da bactéria, como este foi o momento em que foi
detectada a maior quantidade de bactérias na planta (Figura 24),
a produção extra de auxinas por essas bactérias provavelmente
estimulou a transcrição do gene Zmga20ox4 (HEDDEN e
PHILLIPS, 2000). Por outro lado, verificou-se que a presença da
bactéria nas raízes das plântulas foi capaz de estimular a
transcrição do gene Zmko1 tanto em raiz quanto na parte aérea
(Figura 29). Na parte aérea com 4 e 7 D.A.I. houve maior
expressão de Zmko1 nas plântulas inoculaddas e na raiz houve
maior expressão das plântulas inoculadas nas amostras de 1 a 7
D.A.I. e repressão desta expressão com 10 D.A.I. no mesmo
grupo em relação às plântulas não inoculadas. Segundo (SONG
et al., 2011), a produção da enzima ent- kaurene oxidase foi
estimulada após se deixar as sementes de milho imersas em
uma solução contendo GA3 por 72 horas e depois postas para
germinar por 3 dias. Aliando a este fato, sabe-se que A.
brasilense produz ativamente as giberelinas GA1 e GA3 (BOTTINI
et al., 2004) e também é capaz de metabolizar intermediários da
via de síntese de giberelinas para gerar GA1 (CASSÁN et al.,
2001). Assim, a expressão observada para o gene Zmko1 pode
ser explicada pela produção de giberelinas pela bactéria
associada com a produção normal da planta produzindo um
padrão de expressão parecido com o observado por (SONG et
al., 2011), entretanto o pico de expressão nas plântulas
inoculadas foi observado com 1 D.A.I. seguido por uma queda
contínua na expressão até a sua repressão com 10 D.A.I. Esse
padrão diferente de expressão é provavelmente causado pela
produção de giberelinas pela bactéria durante a interação. Já na
parte aérea houve uma maior expressão com 4 e 7 D.A.I. nas
plântulas inoculadas em relação às não inoculadas. Segundo
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Metzger e Zeevaart (1980), há evidências da presença de
giberelinas nos exudados de xilema e floema. Isto, de acordo
com o autor, indica que há transporte de giberelinas pela planta
via xilema e floema. Aliado a isso, tem se o fato de que de
acordo com Song (2011) GA3 é capaz de estimular a expressão
do gene Zmko1. Por fim, como A. brasilense produz ativamente
GA3 e GA1 (CASSÁN et al., 2001), podemos inferir que a
expressão observada em parte aérea para o gene Zmko1 pode
ser devida às giberelinas produzidas na raiz por A brasilense e
translocadas, via xilema, para a parte aérea. Por fim, de acordo
com Kaneko (2003), as formas ativas de giberelinas são
sintetizadas nos seus sítios de utilização. Dessa forma, podemos
supor que a expressão em parte aérea dos genes Zmko1 e
Zmga20ox4 em 4 e 7 D.A.I. (Figura 28) são responsáveis pelo
maior comprimento de parte aérea observado com 10 D.A.I.
(Figura 16 e 33).
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Figura 33. Esquema sobre a transcrição dos genes Zmko1 e Zmga20ox4
em plântulas de milho inoculadas com A. brasilense FP2
(METZGER e ZEEVAART, 1980; HEDDEN e PHILLIPS, 2000;
CASSÁN et al., 2001; BOTTINI et al., 2004; SONG et al., 2011)
Também houve diferença estatística entre os tratamentos
nas amostras de 1 D.A.I em amostras de raiz e para 7 D.A.I. em
amostras de parte aérea (Figura 30) para a expressão da α-
actina. O padrão de expressão observado indica que a presença
da bactéria estimula a produção de actina em raiz 1 D.A.I.
quando comparada com as plântulas não inoculadas com mesmo
tempo de coleta, nos demais tempos não houve diferenças
estatísticas entre plântulas inoculadas e não inoculadas. Já na
parte aérea, somente em 7 D.A.I. houve diferença estatística.
Essa expressão em parte aérea pode explicar, juntamente com a
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maior expressão do gene Zmga20ox4 nas plântulas inoculadas,
o maior crescimento médio observado com 10 D.A.I. nas
plântulas inoculadas, pois o crescimento observado em parte
aérea pode ser explicado pela maior produção de giberelinas
ativas (produzidas pela planta e pela bactéria) e pelo acúmulo de
actina. Este mesmo crescimento não foi observado para as
amostras de raiz. Nas amostras de raiz, apesar de ter havido
maior expressão de actina na amostra de plântulas inoculadas de
1 D.A.I., não foi observado um crescimento da raiz ou no número
de raízes laterais estatisticamente diferente neste grupo. Este
fato ocorreu provavelmente porque não houve tempo suficiente
para que houvesse uma resposta à produção bacteriana de
auxinas.
7. Conclusões e Perspectivas
Com base nos dados analisados, podemos supor que o
milho (Z. mays) responde à interação com a bactéria (A.
brasilense) desde os primeiros momentos da inoculação.
Primeiramente há o reconhecimento desta bactéria pela planta,
pois ela ativa a transcrição dos genes das enzimas envolvidas na
cadeia de transdução de sinal, que, por sua vez, ativam a
transcrição dos genes envolvidos no burst oxidativo, ambos
grupos de genes envolvidos na resposta a estresses bióticos e
abióticos (Zhang, Jiang et al., 2006; Samajova, Plihal et al.,
2012). Os genes envolvidos no burst oxidativo são transcritos em
maior quantidade nas amostras de plântulas inoculadas até 7
D.A.I. e com 10 D.A.I. não há mais diferença na produção entre
os grupos analisados, enquanto que para o gene Zmmpk5 há
maior expressão deste nas amostras de plântulas inoculadas de
1 a 7 D.A.I., e depois há uma diminuição na expressão deste
com 10 D.A.I. . Tais fatos, associados com a queda em 10 D.A.I.
da quantidade de bactérias em amostras de raiz, indica que a
colonização foi estabelecida e que a planta, aparentemente, está
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controlando a quantidade de bactéria em seus tecidos nas
condições de cultivo utilizadas neste experimento. Além disso, os
dados de expressão dos genes dos transportadores efluxo e
influxo de auxina e dos genes envolvidos na síntese de
giberelinas sugerem que houve a produção tanto de auxina
quanto de giberelinas pela bactéria. Pode-se supor isso devido
ao fato que não houve diferença estatística entre os Grupos
analisados para a transcrição do gene Zmga20ox4, que é
controlada pelos níveis de giberelina na planta, e o estímulo à
transcrição do gene Zmko1 que tem sua transcrição estimulada
pelas quantidades de giberelinas presentes na planta (Song, Guo
et al., 2011), além de que houve também expressão dos genes
envolvidos no transporte de auxina que respondem diretamente
aos níveis de auxina na planta. Dessa forma, podemos dizer que
a planta responde prontamente à interação com a bactéria.
Assim, com a finalidade de entender melhor como a planta
reage à presença da bactéria se recomenda que se realize
estudos com tempos de coleta maiores que 10 D.A.I. para que se
possa detectar diferenças entre as variáveis de crescimento.
Também se recomenda que se realize estudos de expressão
gênica focando nos genes de bactéria responsáveis pela síntese
das auxinas para averiguar quando está havendo a produção
deste fitormônio e verificar, por meio de estudos de expressão
gênica, com esta se relaciona com a síntese de triptofano pelo
milho. Estudos expressão gênica focando nas primeiras horas da
colonização se mostram igualmente importantes, visto que a
bactéria foi detectada com 1 D.A.I. em amostras de raiz de
plântulas inoculadas.
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Anexo I – Sequência do gene AznifA de Azospirillum
brasilense FP2
Número de Acesso no GenBank: AY677086.1
Artigo de referência:
Regulation of Azospirillum brasilense nifA gene expression
by ammonium and oxygen
AUTHORS: Fadel-Picheth,C.M., Souza,E.M., Rigo,L.U.,
Funayama,S., Yates,M.G. and Pedrosa,F.O.
JOURNAL FEMS Microbiol. Lett. 179 (2), 281-288 (1999)
O artigo faz referência à sequência de nifA obtida para FP2 – não
definitiva.
Legenda:
- Sequência em amarelo : Shime-Hattori (2011).
- Sequência em vermelho : amplicon obtido na qRT-PCR (Este
Trabalho).
- Sequências em Negrito : Iniciadores Reverso e Direto
utilizados.
CTGCGCCGCGGCCTCGTTCGACAGGCCGTTCGCGGCCACG
AGACGCAGCACATTGTCCTCGCCGACCAGATAGACGCGCCC
GCGGTGCATCTGAAGCTGGTAGGCCAGCGCGCGAAGCACT
TCGCGCAACGTCTGCTGGAGGTCGAGAGAGGAACCGAGGA
TCTTGCTGACCTCATAGATGGTCAGCAGTTCCAGGTTCGAC
GTGGACTGGCGCATTGCACCCGGCATGATCGACACCCCCTG
CTCAACCGGGACTCCGGACGCCGCGCACCGGCGCGCTCGT
CGAATTGATCCCGGCACGGCGCCTTGAACCGTTCCTCCCGG
GGTGGGGTGTGCGCTCGTTGCTGATCGGCGCCTTTGACCAC
CGGTGCGCCCGCCGCGCGTGCTTCCGTGACAAGCCGTTCG
CGCTGCGGACTGTCGAAAGTTTCGGAAACTCTCGGTCGAAA
GGCAAGCCCTTTTGCATATCAGTTGCTGCGGCGCACAATGA
CTTATGGCTGCGGCAGAACGGCGCAACCCTTGAGAAAACTG
128
GAGTTTCTGCCGCTGAACATCTAATAACTGACCGGTCAGTAA
TATTTTCTCCACCCTGGAGGACGGTATGCCGGAGGATGATC
CCGCCGTTCCGCGCTGGCGCCGCCGCAAGGAGGCGCGCC
CCCGGGAGATCGTCGACGCCGCCCTGACCGTCTTCGGCGA
GCGCGGCTTCGCGGCGGCCCGGCTGGAGGATGTCGCGGC
GCAGGCCGGGGTCAGCAAGGGCACGCTCTACCTCTACTTCC
CGAACAAGGAGGAGTTGTTCAAGGCGGTGGTCCGCGAGGC
CATCCTGCCCAACCTGGACATGGCCGAGCGTCTGCTGGCC
GGGGCGCAGGGGCCGAGCTTCGCCGTTCTGGAAACGCTGC
TGACCCTCTTCGCGACGCGCATCCTGAAATCGCGCGCCGGC
GCCATCCCCAAGCTGATCATCGCCGAGGCCGGCAATTTTCC
CGATCTCGCCCGCTTCTATTACGACGAGGTGATCCGCCGCG
CCTTCGCCCTGCTGGCGGCGGTGCTGGAGCGCGGCATGGC
GCGCGGGGAGTTCCGCCCGGTGGACGTCGACTCGACCGTC
CGCCTGATCGTCGCACCGATGCTGATGAGCGCGCTGTGGC
GCTCCTCCTTCGAAGCGCTGGAGGGCCGCCCGCCGGACGT
GGCGGCGCTGCTGGCCGCCCATCTCGACGCGCTGCGCCGG
ACGCTCGCCCCGGAGGGAGGGTCGCCGTCATGAGCTGGAT
CGCCGAAACGCTGGCGGCGGCCCTGGCCGTCCTCGGGCTG
GGCGGCGGGGACGCCGTGCCGCTGGCCCACGGCTACGCC
GAAGGGGAATATCTCCGCATCGCCGCCCCGGTGGCCGGGA
CGCTCGACACGCTGGCGGTGACGCGCGGCGGGCGGGTTG
AGGCGGGCGCGCCCCTCTTCGCGCTCGACCGCACCAGCGC
GCGGGCGGAGCGCGACCGGCTGGCCGCCGCGCTGGGGCA
GGCGCGGGCGGAGCTGGCCGACCTGCGGACGGGCCGGCG
CCCCGACGAGCTGGCGGTGGTTTCCGCCCAGCGCGCGCAG
GCCGAGGCGGCGCTGCGCTATTCCGAAGTGGAACTGGCGC
GGCAGCAGACGCTGGTGGCGCGCAAGGTCAGCTCCGACGA
CCGGCTGGACGCCGCCCGCGCCAGCCGCGACGGCGACCG
CGCGCGGCTGGAGGAGCTGACCGCGCAACTGGCCGTCTCC
AACCTGCCGGCCCGTCCCGAGCAGATCCGCGCCGCCGAGA
ACGCCGTCGCCCAGGCCGAGGCGGCCCTGGCCCAGGCGG
ACAAGCGCCTCACCGAATTGGCCCCGCCGGCGCCCGAGGC
GGCGCTGGTCGAGGACACGCTGTTCAACCCCGGCGAATGG
GTGCCGGCGGGCGCCCCGGTGGTGTCGCTGCTGCCGCCG
GGAAAGCGGAAGCTGGTGGTCTTCGTTCCGGAACTGCTGAT
GGCCCGCGTCCGTCCGGGCGACCGGGTGACGGTGCGCTG
CGACGGCTGCCCGCCCGGCCTGTCGGCGCGCGTGACCTAT
GTGGCGCCGCGGGTGGAATACACCCCGCCGGTGATCTACA
GCGTCGGCAGCCGCGAGAAGCTGGTCGTCCGCGTCGAGGC
GCGGCTGGAGGACGGGGCGACGCTCAACCCCGGCCTGCC
129
GGTGGACGTGGAACTGCCGCCATGACCGGGGAGCCCGCCA
TCGACGTGCGCGGTCTGGTCAAGCGCTTCGGCGCCAAGAC
GGTGGTGGACGGCTTCTCCATCCAAGTGGCGCGCGGGCAG
ATCTACGGCTTCCTGGGGCCGAACGGGTCGGGCAAGACGA
CGACCATCCGCATGCTCTGCGGGCTGCTGACACCCGATGC
GGGGGTGGGGACCTGCCTCGGGCTCGACATCCGCGGCCAG
AGCGCCGCCATCAAGCGGCAGGTCGGCTACATGACCCAGA
AGTTCAGCTTTTGGGAGGATCTGAGCATCGCCGAGAATCTG
GATTTCGTTGCCCGCATGTACGGGCTGCCGGACCGGCGGA
CCAAGGTCGCCGGGGCGTTGGAACGGCTTGGGCTGGGCAA
CCGGCGGGCGCAGCTCGCCGGGGAATTGTCCGGCGGCTG
GAAGCAGCGTCTGGCGCTGGCCGCCTGCATCCTGCATGAG
CCGAAGCTGCTGCTGCTCGACGAGCCGACCGCCGGCGTCG
ACCCCAAGGCGCGACGGGAGTTCTGGGACGAGATTCACCG
GCTGGCCGGCGACGGGCTGACCGTGCTGGTCAGCACTCAT
TACATGGACGAGGCGGAACGCTGTCACGCCATCGCCTATCT
CGCCTACGGCCGGCTGATGACCCAGGGCAGCGTGGAGGAG
GTGATCGCCAACTCGGGTCTGGTCACCTACGAAGTCGGCGC
GCGGGGGGCGGACGGACCGGACCTCGGGCGCGTCGCGGC
GGAGTTGCGCGACCGTCCGGGCGTCGAGATGGTTGCCGCC
TTCGGTACCCGGCTGCATGTCAGCGGCGGCGACGGCGCGG
AACTGGAGGAGGCGTTGCGCCCCTGGGCCGGCGACCCGGC
CCTGTTGGTGCGACGGACGGAGCCGACGCTGGAGGATGTG
TTCATCCATCTGATGAATCGCAGCACGGACAACTTCGCATGA
CCGAGCCGCCGCAGGGCAGGGCAGAACCGTCCCCGCACCA
TCGCGACAGCCGGTGCGGGGACGGTGCGCGATCACTCGAT
CGACGCGGAGGTCACGCCGGTGTTCTTGTTCCAGCGCAGC
GTCAGCTTGGAGATCTTGCAGAGGTTCAGGTTCTGCCAGAC
CGCCGACTCGCCGTCGTCGTAGATGACCTTCATGTCCCACT
TGCAGGTCTTCTCGGCCTTGTCGAAGCTCAGTTC
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Anexo II – BLAST da sequência do amplicon com 96 pb do
gene AznifA de Azospirillum brasilense
BLAST ®
Basic Local Alignment Search Tool
NCBI/ BLAST/ blastn suite/ Formatting Results - A4GT72SV01R
Formatting options
Download
View these results in the new enhanced report Learn about the enhanced
report
Nucleotide Sequence (96 letters)
Query ID lcl|15551 Database Name nr
Description None Description Nucleotide collection (nt)
Molecule type nucleic acid Program BLASTN 2.2.27+
Query Length 96
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Graphic Summary
Distribution of 5 Blast Hits on the Query Sequence
13
2
D
es
cr
ip
tio
ns
Le
ge
nd
fo
rl
in
ks
to
ot
he
rr
es
ou
rc
es
:
U
ni
G
en
e
G
E
O
G
en
e
St
ru
ct
ur
e
M
ap
Vi
ew
er
Pu
bC
he
m
B
io
A
ss
ay
Q
ue
ry
co
ve
ra
ge
E va
lu
e
M
ax
id
en
t
Li
nk
s
Ac
ce
ss
io
n
De
sc
rip
tio
n
M
ax
To
ta
l
sc
or
e
sc
or
e
Az
os
pi
ril
lu
m
br
as
ile
ns
e
N
ifA
(n
ifA
)
ge
ne
,c
om
pl
et
e
cd
s
Az
os
pi
ril
lu
m
br
as
ile
ns
e
Sp
24
5
m
ai
n
ch
ro
m
os
om
e
co
m
pl
et
e
ge
no
m
e
Az
os
pi
ril
lu
m
br
as
ile
ns
e
N
ifA
(n
ifA
)
ge
ne
,p
ar
tia
lc
ds
;a
nd
un
kn
ow
n
ge
ne
s
X6
07
14
.1
A
.b
ra
si
le
ns
e
ni
fA
ge
ne
Az
os
pi
ril
lu
m
lip
of
er
um
ge
ne
fo
r
N
ifA
pr
ot
ei
n,
co
m
pl
et
e
cd
s
17
8
17
8
10
0%
6e
-4
2
10
0%
17
2
17
2
10
0%
3e
-4
0
99
%
17
2
17
2
10
0%
3e
-4
0
99
%
17
2
17
2
10
0%
3e
-4
0
99
%
17
2
17
2
10
0%
3e
-4
0
99
%
A
F2
88
48
3.
3
HE
57
73
27
.1
AY
67
70
86
.1
D
13
79
9.
1
132
13
3
A
lig
nm
en
ts
>
g
b
|A
F
28
84
83
.3
|
A
z
o
s
p
i
r
i
l
l
u
m
b
r
a
s
i
l
e
n
s
e
N
i
f
A
(
n
i
f
A
)
g
e
n
e
,
c
o
m
p
l
e
t
e
c
d
s
L
e
n
g
t
h
=
2
3
9
7
S
c
o
r
e
=
1
7
8
b
i
t
s
(
9
6
)
,
E
x
p
e
c
t
=
6
e
-
4
2
I
d
e
n
t
i
t
i
e
s
=
9
6
/
9
6
(
1
0
0
%
)
,
G
a
p
s
=
0
/
9
6
(
0
%
)
S
t
r
a
n
d
=
P
l
u
s
/
P
l
u
s
Q
u
e
r
y
1
C
G
C
A
G
C
A
A
C
T
G
A
T
A
T
G
C
A
A
A
A
G
G
G
C
T
T
G
C
C
T
T
T
C
G
A
C
C
G
A
G
A
G
T
T
T
C
C
G
A
A
A
C
T
T
T
C
G
A
C
6
0
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
S
b
j
c
t
1
2
3
C
G
C
A
G
C
A
A
C
T
G
A
T
A
T
G
C
A
A
A
A
G
G
G
C
T
T
G
C
C
T
T
T
C
G
A
C
C
G
A
G
A
G
T
T
T
C
C
G
A
A
A
C
T
T
T
C
G
A
C
1
8
2
Q
u
e
r
y
6
1
A
G
T
C
C
G
C
A
G
C
G
C
G
A
A
C
G
A
C
T
T
G
T
C
A
C
G
G
A
A
G
C
A
C
G
C
9
6
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
S
b
j
c
t
1
8
3
A
G
T
C
C
G
C
A
G
C
G
C
G
A
A
C
G
A
C
T
T
G
T
C
A
C
G
G
A
A
G
C
A
C
G
C
2
1
8
133
13
4 >e
m
b|
H
E
57
73
27
.1
|
A
z
o
s
p
i
r
i
l
l
u
m
b
r
a
s
i
l
e
n
s
e
S
p
2
4
5
m
a
i
n
c
h
r
o
m
o
s
o
m
e
c
o
m
p
l
e
t
e
g
e
n
o
m
e
L
e
n
g
t
h
=
3
0
2
3
4
4
0
F
e
a
t
u
r
e
s
i
n
t
h
i
s
p
a
r
t
o
f
s
u
b
j
e
c
t
s
e
q
u
e
n
c
e
:
p
ro
te
in
o
f
u
n
k
n
o
w
n
fu
n
c
ti
o
n
S
c
o
r
e
=
1
7
2
b
i
t
s
(
9
3
)
,
E
x
p
e
c
t
=
3
e
-
4
0
I
d
e
n
t
i
t
i
e
s
=
9
5
/
9
6
(
9
9
%
)
,
G
a
p
s
=
0
/
9
6
(
0
%
)
S
t
r
a
n
d
=
P
l
u
s
/
M
i
n
u
s
Q
u
e
r
y
1
C
G
C
A
G
C
A
A
C
T
G
A
T
A
T
G
C
A
A
A
A
G
G
G
C
T
T
G
C
C
T
T
T
C
G
A
C
C
G
A
G
A
G
T
T
T
C
C
G
A
A
A
C
T
T
T
C
G
A
C
6
0
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
S
b
j
c
t
1
2
0
5
9
2
9
C
G
C
A
G
C
A
A
C
T
G
A
T
A
T
G
C
A
A
A
A
G
G
G
C
T
T
G
C
C
T
T
T
C
G
A
C
C
G
A
G
A
G
T
T
T
C
C
G
A
A
A
C
T
T
T
C
G
A
C
1
2
0
5
8
7
0
Q
u
e
r
y
6
1
A
G
T
C
C
G
C
A
G
C
G
C
G
A
A
C
G
A
C
T
T
G
T
C
A
C
G
G
A
A
G
C
A
C
G
C
9
6
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
S
b
j
c
t
1
2
0
5
8
6
9
A
G
T
C
C
G
C
A
G
C
G
C
G
A
A
C
G
G
C
T
T
G
T
C
A
C
G
G
A
A
G
C
A
C
G
C
1
2
0
5
8
3
4
>
g
b
|A
Y
67
70
86
.1
|
A
z
o
s
p
i
r
i
l
l
u
m
b
r
a
s
i
l
e
n
s
e
N
i
f
A
(
n
i
f
A
)
g
e
n
e
,
p
a
r
t
i
a
l
c
d
s
;
a
n
d
u
n
k
n
o
w
n
g
e
n
e
s
L
e
n
g
t
h
=
3
3
6
4
S
c
o
r
e
=
1
7
2
b
i
t
s
(
9
3
)
,
E
x
p
e
c
t
=
3
e
-
4
0
I
d
e
n
t
i
t
i
e
s
=
9
5
/
9
6
(
9
9
%
)
,
G
a
p
s
=
0
/
9
6
(
0
%
)
134
13
5
S
t
r
a
n
d
=
P
l
u
s
/
M
i
n
u
s
Q
u
e
r
y
1
C
G
C
A
G
C
A
A
C
T
G
A
T
A
T
G
C
A
A
A
A
G
G
G
C
T
T
G
C
C
T
T
T
C
G
A
C
C
G
A
G
A
G
T
T
T
C
C
G
A
A
A
C
T
T
T
C
G
A
C
6
0
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
S
b
j
c
t
4
7
6
C
G
C
A
G
C
A
A
C
T
G
A
T
A
T
G
C
A
A
A
A
G
G
G
C
T
T
G
C
C
T
T
T
C
G
A
C
C
G
A
G
A
G
T
T
T
C
C
G
A
A
A
C
T
T
T
C
G
A
C
4
1
7
Q
u
e
r
y
6
1
A
G
T
C
C
G
C
A
G
C
G
C
G
A
A
C
G
A
C
T
T
G
T
C
A
C
G
G
A
A
G
C
A
C
G
C
9
6
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
S
b
j
c
t
4
1
6
A
G
T
C
C
G
C
A
G
C
G
C
G
A
A
C
G
G
C
T
T
G
T
C
A
C
G
G
A
A
G
C
A
C
G
C
3
8
1
>
em
b|
X
60
71
4.
1|
A
.
b
r
a
s
i
l
e
n
s
e
n
i
f
A
g
e
n
e
L
e
n
g
t
h
=
2
4
6
8
S
c
o
r
e
=
1
7
2
b
i
t
s
(
9
3
)
,
E
x
p
e
c
t
=
3
e
-
4
0
I
d
e
n
t
i
t
i
e
s
=
9
5
/
9
6
(
9
9
%
)
,
G
a
p
s
=
0
/
9
6
(
0
%
)
S
t
r
a
n
d
=
P
l
u
s
/
P
l
u
s
Q
u
e
r
y
1
C
G
C
A
G
C
A
A
C
T
G
A
T
A
T
G
C
A
A
A
A
G
G
G
C
T
T
G
C
C
T
T
T
C
G
A
C
C
G
A
G
A
G
T
T
T
C
C
G
A
A
A
C
T
T
T
C
G
A
C
6
0
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
S
b
j
c
t
1
9
2
C
G
C
A
G
C
A
A
C
T
G
A
T
A
T
G
C
A
A
A
A
G
G
G
C
T
T
G
C
C
T
T
T
C
G
A
C
C
G
A
G
A
G
T
T
T
C
C
G
A
A
A
C
T
T
T
C
G
A
C
2
5
1
135
13
6 Q
u
e
r
y
6
1
A
G
T
C
C
G
C
A
G
C
G
C
G
A
A
C
G
A
C
T
T
G
T
C
A
C
G
G
A
A
G
C
A
C
G
C
9
6
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
S
b
j
c
t
2
5
2
A
G
T
C
C
G
C
A
G
C
G
C
G
A
A
C
G
G
C
T
T
G
T
C
A
C
G
G
A
A
G
C
A
C
G
C
2
8
7
>
db
j|
D
13
79
9.
1|
A
ZS
N
IF
A
FS
A
z
o
s
p
i
r
i
l
l
u
m
l
i
p
o
f
e
r
u
m
g
e
n
e
f
o
r
N
i
f
A
p
r
o
t
e
i
n
,
c
o
m
p
l
e
t
e
c
d
s
L
e
n
g
t
h
=
2
8
1
9
S
c
o
r
e
=
1
7
2
b
i
t
s
(
9
3
)
,
E
x
p
e
c
t
=
3
e
-
4
0
I
d
e
n
t
i
t
i
e
s
=
9
5
/
9
6
(
9
9
%
)
,
G
a
p
s
=
0
/
9
6
(
0
%
)
S
t
r
a
n
d
=
P
l
u
s
/
P
l
u
s
Q
u
e
r
y
1
C
G
C
A
G
C
A
A
C
T
G
A
T
A
T
G
C
A
A
A
A
G
G
G
C
T
T
G
C
C
T
T
T
C
G
A
C
C
G
A
G
A
G
T
T
T
C
C
G
A
A
A
C
T
T
T
C
G
A
C
6
0
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
S
b
j
c
t
1
9
2
C
G
C
A
G
C
A
A
C
T
G
A
T
A
T
G
C
A
A
A
A
G
G
G
C
T
T
G
C
C
T
T
T
C
G
A
C
C
G
A
G
A
G
T
T
T
C
C
G
A
A
A
C
T
T
T
C
G
A
C
2
5
1
Q
u
e
r
y
6
1
A
G
T
C
C
G
C
A
G
C
G
C
G
A
A
C
G
A
C
T
T
G
T
C
A
C
G
G
A
A
G
C
A
C
G
C
9
6
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
S
b
j
c
t
2
5
2
A
G
T
C
C
G
C
A
G
C
G
C
G
A
A
C
G
G
C
T
T
G
T
C
A
C
G
G
A
A
G
C
A
C
G
C
2
8
7
136
137
Anexo III – .Curva de Melting e Curva de Amplificação da
reação de titulação para a concentração de 600 nM dos
iniciadores AznifA – F12 usando DNA de Azospirillum
brasilense como DNA molde.
